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l. INTROIXJC:CIO!l 

Las innovaciones de la ciencia están a menudo basadas en las 

carencias ó necesidades de la humanidad. 

Hoy en d{a "progreso" es un lema muy empleado,los hombres de 

ciencia tienen la taréa de realizar progresos en los fárma

cos ya existentes,sin olvidar la seguridad primero y desarro 

llar otros nuevos que lleven a cabo su objetivo de aliviar ó 

curar un padecimiento en lJs individuos que los reciben den

tro de un trata~iento. 

Es necesario que se descubrar. nuevos co:r:puestos activos cap~ 

cee dt combatir padecimientos como el cáncer y el sida,~or 

citar algunos,10 cuál sería un logro para la ciencia como lo 

:rué en su t~empo,la introducción en la terapeÚtica de los an 

tibióticJs del ti~o de las cefalosporinas y la estreptomici

na(l). 

rara llevar a cabo lo anterior se necesitó valorar la activi 

dad biológica de compuestos que provee la na~uraleza 6 de ~ 

quellos que el :ri1smo ho:r. bre sintetiza. 
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Este objetivo primordial se lofra utilizando pruebas,qua se 

realizan con .-nicroorgar.iE::-.os ,l·Jn ort...aniv.:.o.: si.mples,con 6rg~ 

nos de diversos animales superiores,con loa mismos animales 

completos 6 adn empleando al hombre mismo como sistema expe

rimentel,este dlti:no caco va precedido de une amplia gama de 

pruebas ue otro tipo, 

Zn compuestos que son aislados y caracterizados sin ninguna 

prueba biol6eica anterior,su actividad biolS6iCa permanece de~ 

conocida,a pesar de ~ue existan ensayos propios para este fin 

pero la raz6n ts 1ue estos son costosos y no son lo bastante 

disponibles partt realizar un estudio preliminar de cualquier 

planta 6 intermediario sintético.La necesidad de realizar 

bioensayos generales que detecten un amplio rango de activi

dades biol6gicas y se extiendan,cQmo una guta para un cerni

miento fitoqu!a.ico y el ensayo de intennediarios de reacci6n, 

condujo a la busqueda de técnicas ri!:oidas y econ6micas que 

puedan realizarse en condiciones simples de experimentaci6n. 

Utilizando como medio principal de experimentación Artemia 

~~.,crustáceo a menudo utilizado como alimento de pe

ces,disponible a un costo bajo y de fácil manipulaci6n(pro

porcionando un eran n~~ero de larvas sus huevecillos),Todo 
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esto se ~uede utilizar ~ara ~fectuar el monitoreo fracciona

do de un extracto natural ó óe un intermediario sintético(20), 

Las pruebas biolÓ¡:icas en general son variadas en la o,et~do

log{a que siguen,pudiendo ir desde lo más sencillo hasta lo 

más complejo,ser económicas o de un alto costo. 

El objetivo de este trabajo es re~lizar una selección de pru~ 

bas biológicas con metodología sencilla,llevando a cabo alg;: 

nas de estas pruebas en forma experimental.El requisito co

mún de estas pruebas es qu.e dt ben relizarse bajo c.)ndic ... ones 

simples de experimentación,con eq~ . .l.po y materiales accesibles 

y cons1derando que ~Obiúltl~¿nte serán realizadas por perso

nas poco experi..'Dentad2s er: ¡'rocedi ientos b1ol6c1c0s y que 

deberán as! mib~O interpretar los resultados de dichas prue 

bas • 

.:>imples d complejas ,económicas 6 de alto costo todas las ¡Jru~ 

bas bi0l6gi~a6 deben cumplir con el objetivo que ori,inó su 

selección y por consiguiente su realización, 
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2, GE1lERALIDADE3 

2,l.-~ Parmacol6gicas 

La farmacolog!a estudia a los fármaco.·. relacionando su estruc 

tura qu:!mica cJn la actividad biológica y la posible aplica

ción terpedtica del mismo,y aunque todos los aspectos son 

importantes aqu! sólo nos erfocaremos a las pruebas que deter 

minan su actividad biol6gica(2), 

Con el desarrollo de mátodos experimentales para determinar 

la acción biológica en enl!nales y el hombre,se presentó la 

opnrtunidad de seperar a los compuestos eficaces 6 activos 

de los inactivos;es decir efectuar un cern.uniento farmaco16-

gico y establecer un procedimiento que determine si un com

puesto tiene 6 no ali;una actividad deseable.Para esto el fár

maco se somete a un ndmero de pruebas,las cuales emplean ani 

males !ntegros,6rganos aislados,cultivos celulares y al ha~ 

bre;así la identificación de compuestos nuevos con actividad 

bioló~ica 6 la busqueda de efectos diferentes en loa ya exi~ 

tentes,requiere la realizaci6n de ciertas pruebas en siste

mas específicos, 
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El c~rnimiento de co~puestos activos implica una evaluación 

que estd d1r1€1da a la selecc16n de t~cnicas convenientes 

para valorar y detectar la actividad que pueda tener el co= 

puesto en cuesti6n;estas pruebas deben presentar ciertas ca 

racter!sticas que permitan hacer una selecci6n apropiada a 

los fines que ~~s conven¿an.Tales pruebas se realizan~ 

vivo con animales enteros ó en sistemas específicos que pe~ 

mitan aportar informaci5n sobre las acciones que causa el 

compuesto activo en estud1o;co~J ejem~lo ae e~tas tenemos a 

las pruebas neurofarmacol5Licas usadas generalmente para d~ 

tectar las acc1vnes S·:>tre dNC;ex1sten otras pruebas e1. las 

que se c:>ns1deran parámetros propios dt::l tiJ.Ste:r,a como lati 

realizadas en sistema d1ge&t1~0 para aeterm1nar actividad 

ant1ulcerosa antisecret~ra y gástrica,siste~a cardlJvasc~lar 

para analizar la~ acciones de los compuestos en estudio Qo

bre presión arterial,si~ema respiratorio para val~rar la 

acción antiasmácica,antitusiva y analéptica,etc, 

2.2.-~ Biológicas 

2,2.l)Pruebas en órgano aislado 

Las pruebas en indiV1dU:Jb 6 en sistemas CVllpletos son sum~ 

mente co~plejas,por e~ta razón se han usadv tradic~onalmen 
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te las pruebas en órgano aislado.Por ejemplo las ,.,ruebes en 

sistema cardiovascular que se putden sim_;lificar con bioen

sayos en órgano a1slado,como son les pruebas en aurícula y 

corazón perfundido,pre;,entan ventajas tales como l)per.ütir 

la cuantificaci6n de la res,.,uesta en fonna precisa,2)conocer 

la concentraci6n activa del fármaco y 3)JJnpedir la interfe

rencia de las respuestas dé tipo reflejo. 

las más wiadas en sistema gastrointestinal son en ileon de 

cobayo,utilizando la parte distal por tener mayor sensibili 

dad para el estudio ~e la actividad farmacol6(ica en muocu

latura lisa intestinal,el intestino de rata empleado para 

valJrar la acci6n neur6tropa,de los compuestos paresimpati

col!ticos ,intestino de c~nejo que presenta una actividad es 

pontánea con c~ntracciones y relujaciones r!tm1cas duraderas, 

duodeno de rata usado par~ valorar la actividad biolSLica de 

espamol!ticos,yeyuno de cobayo que pre~enta una notable ac

tividad espontfillea ~ue se pr0longa a vece~ ~or vari~s horas. 

aurícula de cobayo 6 conejo usada en el estudio de la acti

vidad de al..;uno' fánnacos sobre la frecc.encia y la fuerza de 

contracción cardiáca. 
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Dentro de este grupo tenemoz ejemplos más concretos como el 

estudio de Fontaine J. y Reuse J,(3) que valoran los efectos 

de morfina y al¡:;unos fármaco• narcótic,os sobre c6lon aislado 

de rat6n,los compuestos a probar se dejan en cvntacto con el 

órgano por periódos de 2 a 3 minutos con intervalos de 15 mi 

nuto.::) ,determinando con la ayuda de CU$Vas dosL;:)-respuesta la 

dosis efectiva 50 y el prome~io ae la respuesta máxima de con 

centraci6n;encontrando que la morfina produce contracciones 

dependientes de la dosis sobre la capa muscular del c~lon 1 

siendo la respuesta rápida y sostenida.Los resultados obte

nidos demuestran la presencia de receptores opiáceos excita

torios que son estimulados con bajas concentracio11es de mor

fina y otros opiáceos. 

Otro ejemplo está representado por los trabajos de Andersson 

Rolf G. G. ,y col. (4) que utilizan otro método 1 dentro de este 

miemo erupo,valorando la actividad de un crupo de 4-amino-3-

benzilidenhidrazin-1,2,4-triazoles sobre el tono muscular 

del intestino,estos triazoles están estructuralmente relacio 

nadas c~n la clonidina,que e~ 1.dl putente agonista de los a

drenoreceptores nlfa,con acción antihipertensíva y que inhi

be la 11ber~c16n de los neurotrGn~misores adren~reicos y ca-
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linérgicos;además de inhibir el tono muscular tra,:ueel,por lo 

tanto los triazoles muestran actividad tipo clonidina y ·:ue 

inhiben la secreción de histamina de los basófilos, 

2,2.2).-Cultivos y suspensiones celulares 

Otro tipo de pruebas adn más sim¡lles ,son aquellas que se re~ 

lizan en células aisladas,extraídas de un animal 6 ~ue pro

vienen de una planta y que pueden mantenerse vivas a través 

de cierto tiempo,estos tipos de ensayos son los cultivos y 

suspensiones celulares que sirven preferentemente para estu

dios ~obre la actividad de aGente~ antiv1rales,anticarcino

génicoi.:J y tori.ot3 aquello!J que afecten el crecimien-co 6 propi_: 

dades de las células proveniente~ de tejidos 1íquidos,como 

~on los eritrocitos ,leucocitos ,linfocitos ,etc. 

Tanto los cultivos como las su~pensione~ celulares repretien

tan un buen inótrumento de estudio,con las ventajas de..que 

no intervienen para nada lo~ impulsos nerviosos y no hay e~ 

bios en la acción biológica del compuesto ~ue se está valo

rando ,provocados por mllcai-.ii.,,,mos de excreción 6 de otra índo_ 

le ,como p:;ede suceder al emplear animales corr.:iletoti u órga

no~ aL . .;lados. Además representan un libre acceso al co:r1puesto 
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con una población iLual en un ~edio que puede ser variado en 

forma controlad~,no =On "i~temacl co~plejo~ y llegan a ser de 

fácil manejo(,¡.Estos sistemas celulares pueden ser de célu 

las procari6tes 6 eucari6tes según las necesidades,ambos e~ 

sayas se realizan en cJndíciJnbs in vitro al igual que las 

de órgano ai3lado. 

Profundizando más en este grupo de .pruebas se puede mencio

nar que un cultivo primario no puede ser considerado como 

repre~entativo del tejido original,pero ai1n as! su multipl~ 

caci6n celular no es limitsda,con excepc16n de las células 

humanas normales cue limitan su multipl1cac16n celular;s6lo 

las de rat6n y otras especie<l soportan multipl1car<le por 

tiempo indefinido in vitro. 

Los cultivos ~e obtienen formando monocapas de células,con

tiguas al sustrato s6lido 6 se forman suspensiones celulares 

en un media l!quido;el medio puede contener minerales,vita

minas,glucosa,amino~cidos,suero,etc. ,según los requerimien

tos· y es susceptible de cambio. 

~chindler(5),dice que para determinar nWJ1ero y multiplica

ci6n celular se recurre a métodos microsc6picos 6 disposit~ 
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vos eleci;r6nicos ,midiendo inclu:;ive c0mponente~ celulares es

pec!ficos como DN~. 

Además en la valoración del da.~o celular provocado por lo3 

agentes farmacol6gicos se opta por métodos en los cuales se 

determina viabilidad celular. 

Otras ventajas que representan estos métodos;es el incremen

to de la reproducibilidad experimental por la posibilidad de 

congelar las células viables por peri6dos prolongados de tie~ 

po sin ~ue sufran cambios en sus características celulares 

ya G.ue el peligro de infección en lo.3 cultivos ¡.JOr virus u 

otros :nicroort:ani..,mos es prác "icamente nulo ,y la homogeneidad 

de ~Ud respue~tas a los a~ente~ farmacol6~ico~ aumenta por el 

uso de e-técnicas sincrinizadas que valoran la actividad de los 

agentes cuándo las células se encuentran en una fase especí

fica del ciclo celular.Por otra parte,la utilidad de los cul 

tivos para el cernL~iento de fármacos se ve limitada y tienen 

que ser usados solamente pura un cernimien~o primario con el 

fin de detectar compuestos con p0sible actividad biológica. 

Este tipo de técnicas nos _uuede llevar a obtener "falsos po-

5itivos" y "falsos negat.i.vos 11 ,lo.:: primer:>.::: .:;.on reconocidos 
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en un segu_~do 31stema de prueba,como transplantes de tu:nores 

en anl.l!lale5 de experlJl!entaci6n y los negativos son desecha

dos por estudios subsecuentes,pero siempre y cuando los ct.t! 

tivo~ hayan sido usado.5 durante el cernir..iento primerio.Para 

prop&$itoz m~s e~pecificos lo~ c~1t1vo~ de c~lulaa son de 

valor considerable;como en el caso de purificación de anti

bióticos con actividad citot6xica,en grupos de compuestos 

con estructura ~u!mica similar;permitiendo la detecci6n del 

compuesto más activo 6 seleccionar el fármaco más prometedor 

para combatir determinado padecimiento. 

También son utilizados para estaole:er y estudiar la relac16n 

estruct~ra-activadad 1 mecanísrr.o de acci6n del fántaco y ~aca

nismo de resistencia que pre~entan las células hacia el fár

maco(5). 

¿chindler, también manifiesta que debido a la introducción 

de loa cultivos celulares como métodos de estudio se han he

cho importantes contribuciones en la farmacolo¿!a de cornpue~ 

tos activos los cualeo de alcuna forma modif .can los proce

sos proliferativos a travé~ de su activid,d biológica.As! 

los e~tud~a~ realizados en c.ltivos in vitro conducen al me-
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jor entendimiento de la actividad,modo de acci6n y mecanis

mos de ciertos fármacos.En comparación con pI"'~ebas más cum

pleja.s,los cultivos ofrecen.varias ventajas,como el libre 

acceso del compuesto a las células,poblaciones celulares ho

mogéneas con medio wnbiente estrictwnente contr~lado que pu~ 

de ser variada. 

Como ejemplo de estas técnicas existe un bioensayo de cito

toxicidad en c~lulas de Leucemia L 1210 en el cual se prueba 

la toxicidad de 14 clases de etilésteres de ácidos alcanosul 

f6nico,isoti6nico,trifluorometanosulf6nico y trifluoroetano

sulf6nico,determinando su actividad sobre las células por 

medio del método de viabilidad celular con azul tripan,los 

resultados obtenidos se refieren a la concentración que se 

necesita para obtener una reducción en la concentración ce

lular en un 50%;el ensayo se realiza en cJlulas de mamífero 

determinando el agente más activo(6). 

En otro ejemplo Chenc J. T. y col.(7),realizan una inveati

gaci6n acerca del efecto del ácido asc6rbico sobre el creci 

miento celular colocando a los cultivoa celulares dentro de 

tres eru~os,Wlo con l~ cantidad deseada de tcido asc6rbico, 
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otro tratado con agua de relativa acidéz y el Últl!llO adicio

nando un vol~Tien de aLua destilada como control;detel":'linando 

el nilinero de células viables para constn.ir curvas de creci

miento empleando también el método de viabilidad celular con 

azul tripan,En el medio ::ue contiene al ácido,el crecimiento 

celular se inhibe marcadamente y en el medio con agua relat~ 

vamente ácida el crecimiento se ve un poco reducido.El. ácido 

1-asc6rbico es un agente reductor qu!!nicamente activo y su 

actividad antioxidante es responcable de la inhibición del 

crecimiento de las células en crandes concentraciones. 

Taylor ~. G, y col.(8),empleando también este tipo de técni

cas valoran la actividad del hierro sobre células del siste

ma inmune,midiendo la re•puesta de los linfocitos hacia el 

mitógeno en ausencia 6 preoencia del hierro determinando la 

viabilidad celular con el método de exclu¿iÓn de azul tripan, 

El grado de asociación que hay entre la actividad ~ue experi 

mentalmente,presentan los cultivos celulares,los cultivos de 

tejid~s y la experix::entaci6n en tu.mores;d~ la ~auta para em

plear a los set-undo2 en cernl.!I:ientos de quimioterape~ticos 

provenientes de productos naturales,sin embarco existe duda 
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acerca de su utilidad como bioensa.yo para la purificación de 

estos mismos compuestos.Toplin I.(9),presenta una invectiga

ción con sistemas conformados con cu.l.tivos de tejidos,consi

derando su papel en el cernimiento primario de la detección 

de agentes antitumorales y su utilidad como método de bioen

sayo.Este investigador determina el punto final citotóxico 

6 la dilución máxima que causa citotoxidad en fo:nna signifi

cativa y punto final letal 6 máxima diluci6n que ca~sa des

trucción completa en el cultivo.Entre sus resultados se infoE 

ma que existe correlación entre la actividad de los compues

tos sobre el tejido cultivado y sobre el tumor;dicha correl! 

ci6n no es ~erfecte por que hay compuestos activos en culti

vos de tejidos ~ue son inactivos contra tumores de animales 

en forma exper~~ental,y compuestos activos para uno 6 más sis 

temas de tumores Que son inactivos en cultivos celulares. 

En cuanto a las suspensiones celulares,podemos mencionar que 

estas son usadas también en una amplia gema de estudios que 

pueden incluir valoración de actividad biol6&ica de compues

como trombina(lO) 6 como biotinidasa(ll).En a.;;¡bos casos se em 

plea sangre··humana,de la cuál se forman las suspensiones ce

lulare~.Otra forma de empleo de estos métodos es la investi-
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gación de compuestos •,ue ¡.;re- entan alguna ac"tividad dtil co

mo en el caso de co~puestos hemolíticos que son de eran im

portancia en estudios farmacedtico&,Matsuzaki K. y col,(12), 

estudia compuestos de tipo li"ofosfol!pidos pJr hem6li5is ce 

lular,considerando que ésta se lleva a cabo en dos pasos; 

l)el compuesto actda con la hemolisina de la menbrana y 2) 

como resultado de lo anterior se presenta una alteración en 

dicha menbrana, 

Igualmente Jukna J, J, y Nicholson C, D.(13),estudiarón por 

medio de su~pensiones celulareb,la acci6n de una nueva aquil 

xantina que pre~enta efectos sobre la viscosidad de la san

gre y sobre la filtrabilidad de sus,Jensiones celulares san

guíneas ,efectuando una comparación con otro compueeto del 

mismo tipo pero con efectos conocidos(pentoxifilina);este 

nuevo compuesto se empieza a desarrollar para el tratamiento 

de oclusión arterial vascular que se puede corregir reduci~~ 

do la viscosidad SB.nEU:!.nea y aumentando la deformabilidad de 

las c~lulas,rara esta prueba se empleó sangre de rata adici~ 

nada del compuesto a probar¡para la filtrabilidad se requirió 

de sus~ens1ones de eritrocitos y leucocitos.Tanto el compue~ 

to nuevo como la pentoxifilina reducen la viscosidad de la 
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sangre,aunque el compuesto nuevo es más potente. 

Tanto los cultivos como las suspensiones celulares represen

tan un buen instrumento de estudio debido a que,como se men

cionó anteriormente no intervienen impulsos nerviosos,no hay 

cambios en la acción biol6gica del compuesto que se está es

tudiando,presentan un libre acceso para el compuesto,permiten 

una poblaci6n celular homog,nea y el uso de medios variables 

en forma controlada,n~ son sistemas complejos y se realizan 

~~(5). 

En este erupo de Cultivos Celulares,incluimos un método que 

se realiza en células de papa¡espectficBll!ente sobre discos 

de papa,en los cuales se desarrollan tumores producidos por 

la acci6n de una bacteria(At;robscterium tumefaciens),para 

determinar la actividad antitu:noral de extractos de origen 

natural(l4).La clasificaci6n dentro de este grupo es debida 

a que el medio de experi.:nentaci6n es un cultivo de células, 

sin importar que estas no sean de origen animal.Este método 

se realiza tomando en cuenta ~ue la bacteria Agrobacterium 

tumefaciens,induce en plantas y vegetales daño neoplásico 

conocido como "corona de hiel"(l5)(lb)¡este mal sigue un me-
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canismo de tlll:lorogénesis y tanto en plantas como animales 

tienen en común Ja incor~oraci6n a la célula de ácidos nu

cléicos extra.ños(l7).Por esta raz6n se puede anticipar que 

algunos compuestos con actividad antitumoral inhiben la ini

ciaci6n y desarrollo del tuu:or en los sistemas tanto animales 

como vegetales. 

En 1977,el desarrollo de tumores sobre discos de papa(~ 

~ tuberosum ~)se propuso como un sistema ideal para la 1n

vestigaci6n en el área del cáncer(lB) y Galky y col.(19), 

combinar6n estas ideas y rlemostrar6n que la inhitici6n del 

tumor sobre el disco de papa tiene un paralelismo con un en

sayo antitumor llevado a cabo con ratones leucémicos(~ ~) 

probando compuestos y extractos naturales. 

2.2.3).-otros Ensayos 

Existen otra clase de pruebas en las '.Ue se utilizan animales 

ini'eriores !ntegros que no presentan los problemas de manejo 

de un animal de tamaño mayor 6 común,~or el tipo de material 

~ue emplean pueden clasificarse como pruebas ~ ~ pero la 

metodología de la técnica hace cue se clasifiquen dentro de 

las pruebas in ~;en ellas se valora la actividad biol6g~ 
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ca de agentes qu!micos .Dentro de este grupo de ensayos se 

situa el realizado con ~ ~ ~,peoueño crustá

ceo de fácil acceso(20). 

2.2.4).-Métodos ~icrobiol6gicos 

En el presente trabajo se incluyen también técnicas de tipo 

microbiol6gico,empleando específicamente hongos. 

La Kicrobiolog!a es el estudio de los microorganismos y sus 

actividades,forma,estructura,reproducci6n,fisiolog!a y meta

bolismo;su distribución en la naturaleza,su relación con 

otros serea,sus efectos tanto benéficos como perjudiciales 

que ejercen sobre el hombre y las alteraciones físicas y q~ 

micas que llegan a provocar en ese medio ambiente(21). 

La mayoría de las veces la microbiología estudia a los org~ 

nismos microscópicos unicelulares en los cuales todos los 

procesos vitales se realizan en una célula.Estos microorga

ni~mos poseen características ~ue los hacen sujetos ideales 

para la invest1gaci6n de proce¿os biol6gicos;se pueden cul

tivar cómodamente en tubos de ensayo,~atraces 6 cajas petri, 

ocupando menos espacio y necesitando ~enos cuidados ~ue los 



animales de mayor tamaño.Además se desarrollan rápido y se re

producen e una velocidad muy alta(algunas especies alcanzan 

100 generacionee en 24 hora.s)y sus proceciOS metabólicos se 

rigen con las mismas normas Que en los animales superiores 

y plantas. 

Los microorgB.nismos presentan susceptibilidad hacia los an

tibióticos y agentes quimioterapeúticos;esta susceptibilidad 

y la potencia de los antibi6ticos se determinan por medio de 

m~todos biol6gicos 6 espec!ficemente microbiol6gicos.En el 

caso de la susceptibilidad se em;lea la técnica de dilución 

en tubo 6 la de d"sco en placa¡en la primera se determina la 

cantidad m!nima del a;;ente cuim1oterapeútico necesario para 

inhibir el desarrollo del microorgani¿mo !:; ~·Y la t~c

nica de disco en placa se usa comumente para la determinaci6n 

de la susce~t1b1lidad del m1croorbanismo hacia el agente ac

tivo. 

En la potencia antibiótica se demuestra la capacidad del an

tibiótico para matar 6 inhibir el desarrollo microbiano,esta 

.t10tencia se expres2 en micrvort..anismos 6 unidadeB. dete~1na

des ,a partir de la com,;>arací:ln de la acci:n antibi5tica en ~n 
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microorganismo de prueba,::ue causa el compuesto ·:ue se pru,: 

ba;con la .ue ocasiona una preparaci6nestándar del mismo 

co,.puesto(21), 

Las técnicas bioautográficas se cla.siíican dentro de este 

¡:;rupo,ayudando a detectar com."ue~to~ con a:tividad antifdng_! 

ca y antibacteriana mediante el emrleo de ~lacas para cromat~ 

eraf!a en capa fina,este método "e considera aceptable por 

su alta sensitividad.Adem~s de pen:iitir detectar la actividad 

antibi6tica de com¡ouestos puros •.ue ce encuen:ran en mezclas 

com¡.lejas. 

iiomans ~. L. y ?uchs A.(22),realizan esta técnica rociando 

las placas con una su.opensi6n de esp~ras de Cladosporium 

cucumerinum visualizando con anterioridad los sitios de ab

sorci6n del compuesto con luz U.V •• Lazarovits G. y col.(23), 

utilizan tambi~n una técnica ~emejante con especies de ~

~ 1sSlo que en esta técnica los sitios de absorci6n 

fuer6n visualizados ~01 imersi6n de las placas cromatográfi

cas en W1a suJ~ensi6n de carb6n de a¿ua. 

ieterson rt. c. y Zdgincton ~. V.(24),han effipleado la misma 
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técnica aunque rociando las placas con una mezcla de alar y 

esporas de renicillitl:ll sp,relacionando el diá.cetro de la zo

na de inhib"c1Sn del crecJ.miento del hongo con la cantidad de 

compuesto antifÚllbico;el ~étodo ~s como en los otros casos 

sensible y capaz de detectar cantidades de co~puesto activo 

menores a 0,05 ug,además es diéz veces más sensible para de

tectar compuebtos activos c:ue cuando se usa luz U.V •• 

2,3),-Cliwificaci6n ~ ~ ~ Cernim1ento 

Con el objeto de situar los métodos que se han seleccionado, 

a continuaci6n se dá una clasificaci6n de las pruebas bioló

gicas más usuales,la clasificaci6n toma en cuenta las condi

ciones en que se efectúan las pruebas de acuerdo con los obj~ 

tivos que se persiguen¡aún cuando pueden realizarse diversas 

clasificaciones.la ~ue se presenta aqu! a manera de sugeren

cia,es una clasificaci6n arbitraria que permite ubicar los 

ensayos ~ue se realizar6n experimental.mente en este trabajo. 

En esta clasifice.ci6n se hace priaiero una se!Jaraci6n entre 

las pruebas ~ ~ de las f"TU~bas !:!! ~;del primer grupo 

surgen las pruelm.s e •. animal com~leto,y se pueden realizar 

con una eval~aci~n sobre un Ei~tema ori~nico fisiol6gico 
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completo o parte de ~l,esta evaluación puede ser de activ~ 

dad biológica,de comp~rta.miento y de toxicidad sin olvidar 

que estas pruebas llegan a presentar uns metodología compl~ 

ja. 

Dentro de lM pruebas .=:; ~ se encuentran las pruebas en 

órgano aielado,suspensiones celUl.ares ó cultivos celulares 

con sus opciones en c~lulas eucariótes y procariótes.Aqu! 

ta.mbi~n se situan aquellas pruebas que se realizan en anima 

les completos¡pero que por su manipUl.ación y el tamaño de loe 

organismos empleados son considerados como sujetos de prue

bas ~ ~·Estas pruebas se mencionan como "Otros ensayos" 

en este punto trui:bi~n se incluyen las pruebas microbiológicas. 

Algunas de estas pruebas non clasificadas cl~sicamenta como 

Pruebas Fannacol6gicas ,las cuales son de gran utilidad para 

valorar la actividad ·biológica de un detenninado compuesto 

sin importar su procedencia,sea natural 6 sint~tica,Ayudando 

as! a ~ue la te~apedtica fannacoldgica pueda transfonnar una 

enfennedad fatal en sólo una inconveniencia de la vida(2). 
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Clas1f1caci6n de ?ruebas Biol6gicas 

de acuerdo e la técnica empleada 

PRUE~ BIOLOG ICAS 

-evaluaci6n en 
a ist. orgánicos 

-comportamiento 

in vivo -animal completo 

-de toxicidad 

-cu1tivos celu1aree 

-suspensiones celu1aree 

in vitre 

-6rgano aislado 

-"Otros ensayos"(prueba con 
~~~-> 

-métodos microbiol6gicos 
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3, .PARTE EXPERI!i!ENTAL 

3,1),-Bioensayo con~~ .!'.·(20) 

14ATERIAL BIOLOGICO 

huevecilloe de~~ ~(Ilrine Shrimp Egge 

Carolina Biological Supply Compa.oy) 

COl!i'OESTQ.; PARA PRUEBA 

extracto de Nectandra salicifolia(fracci~n metanólica) 

carbamacepina 

dicloroisoproterenol 

teofilina 

reeerpina 

clorpropamida 

lactosa 

~¡ATERIAL 

l!Ímpara 

charola de plástico acondicionada como criadero de los 

crustáceos 

frascos viales de 10 ml 
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desecador 

pipetas ¡;raduadas de 10 y 15 m.1 

pipetas ¡.ast eur 

caja petri 

matraces aforado<> de 5 y 10 ml 

metanol 

egua destilada 

levadura para panificaci6n 

sales para preparar agua de ma.r(Ocean Instand4,Muarium 

S;¡rstems) 

.t'RE>'ARACIO!I DE SJLUCIO!IES 

Agua salina;pesar 3eg de sales por cada litro de agua desti-

1~da,filtrando la soluci6n antes de su uao. 

PRE.t'ARACIOH DE MUESTRAS 

~e pesan 50mg de cada compuesto y se disuelven en 5ml de 

m&tanol u otro disolvente que disuelva perfectamente las 

muestras,esta soluci6n es denominada soluci6n A con una con

centraci6n de lOmE/ml;de la soluci6n A se toman 0.5ml y se 

aforan tambi~n con lOml de metanol(soluci6n B con una con-

cntraci6n de 0.5mg/ml).De estas soluciones A y B se toman 
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los siguientes volumenes para transferirse en los frascos 

viales;lOul de A que corresponden a lOOug/ml,lOOul de la 

soluci6n B que corresponden a 10 ug/ml y 500ul de soluci6n 

A que corresponden a la concentraci6n de lOOOug/ml,una vez 

que se encuentren en los viales,estos se introducen en un 

desecador conectado al vacio,con el objeto de evaporar las 

soluciones,.?ara cada concentraci6n ~ue se trabaja se prepara 

un control;el cuál consiste en los mismos volumenes que se 

manejan de las soluciones A y B;pero aqu! es s6lo metanol, 

Cada nivel de dosis se realiza tres veces para cada muestra 

~ue se prueba,haci~ndo por triplicado el experimento(nueve 

repeticiones para cada compuesto), 

PREiARACION DEL h!ATEnIAL BIOLOGICO 

Los huevecillos de Artemia salina L. se colocan en una charo 
~~~ -

la que contiene el agua de mar artificial preparada como se 

indica con anterioridad;el recipiente está provisto de un 

divisor,de tal forma que se cuente con dos compartimientos 

comunicados entre s! por uno 6 varios orificios esparciendo 

los huevecillos en uno de los compartimientos J cubriendolo, 

sobre el otro se coloca una lámpara con luz directa(70 watts 

de luz tipo reflect.or a una distancia aproximada de 30cm)lo 
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que permite que las larvas de los huevecillos al nacer emi

gren hacia el compartil:iiento iluminado,ya que tienen fototro 

pismo positivo.Esto sucede en las condiciones experimentales 

en un lapso de 72 horas. 

rRJCEDilllEHTO(Tabla 3.2) 

A los frascos viales se les aErega 5ml de agua salina a cada 

uno.Cuando se cumple el tiempo de incubacidn de las larvas 

se colocan 10 larvas en cada frasco vial que contiene ya a 

la muestra evaporada;csta operación se realiza con la ayuda 

de una pipeta pasteur contando el nditero indicado de larvas 

bajo la luz.Una vez hecho esto se acomodan todos los frascos 

bajo la luz y se le agrega a cada uno 2 cotas de una solu

cidn de levadura como alimento para las larvas.Transcurridas 

24 horas,se procede a contar el nillnero de larvas que murie

rdn;para lo cuál se vacia el contenido de cada frasco en la 

mitad de una caja petri,contando las larvas bajo la luz y 

utilizando un fondo obscuro para facilitar el conteo.Esta 

operación se efectúa por separado para cada frasco vial.Se 

elaboran dos experimentos en d!as distintos, 

~e determina el porcentaje de muertes en cada concentracidn 
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y en su respectivo control,considerando que s! se presentan 

muertes en 6ste,el dato se corrige utilizando la sic-uiente 

f6nnuJ.a; 

%muertes={ {pruebas-control) )x 100 control 

Por áltilno se deter1Dinan las DL
50 

con un programa basado en 

análisis de rrobits de Finney(25)para datos cuantales,dise

Hado en la Universidad de Purdue{West Lafayette In.).Los 

resultados se obtienen en una computadora Hewleet Packard 

mod.9133 y se recopilan de acuerdo con el siguiente formato. 
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Registro: 

PRACCION:Lactosa PECHA:l9/l/1990 

Dl;;OLVENTE:metanol 

p¡:u 1000 100 10 

24 horas 

!lo, muertes 4 2 o 
4 2 o 
5 2 o 

suma 13 6 o 

'lo Muertes 43,33 20.0 o 

DL50 :1308,312 ug/ml 

Tabla No,3.1 Formato para recopilaci6n de resultados, 

29 



EXTRACTO o C01i!?UEST0(50mg) 

disolver con metanol (5 y 10 ml) 

EXTRACTO DISUELTO A CONC, CONOCIDA (10 y O. 5 mg/ml) 

, ... ~ .. '"º'º 

EXTRACTO SECO (disolvente evaporado) 

1 
HUEVECILLOS 

agregar 5 ml de a¡;ua salina j :•a"l"inaª (~.~-~·> 

SOLUCION DEL EXTRACTO(conc, de 10,100 y 

l 
-luz 

10 larvaa~~~~l ug/ml) -t=72 h. 

~----------------------------....... LAaVAS 

VIAL.E:> lON ~:::c:6~::~ 
24 horas 

No. DE S]OB~~:~:~de resultados 

(Pro bits) 

DL50 DE CADA CO~!.i?UESTO y EXTRACTO 

Tabla No,3,2 ~~todo para prueba con~~~~~~ ~ •• Diagr~ 
ma de procedimiento. 
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3.2).-Ells!Q'O en Disco de Papa para la Eval.uaci6n de la 

Acci6n AntitumoraJ.(14) 

MATERIAL BIOLOGICO 

cepa de Agrobacterium tume:faciens 

EXTRACTOd A rROBAl! 

Aristolochia grandi:flora(:f:racci6n hexilnica) 

Aristolochia tal.iscana(:fracci6n diclorometano) 

Aristolochia grandi:flora(:f:racci6n etandlica) 

Nectandra salicifolia(fraccidn acetato de etilo) 

Nectandra salicifolia(:fraccidn etandlica) 

llATERIAL 

sacabocados 

cortador metdlico{cutter) 

cajas petri desechables 

tubos de ensayo{l6xl50) 

pipetas graduadas de l y 2 m1 

filtro millipore{0.22 um) 

soluci6n de hipoclorito de sodio 

etanol 

agua destilada est6ril 

31 



dimetileulf6xido 

soluci6n de L\1601 

agar 

·sacarosa 

levadura 

caldo nutritivo 

papa roja 

pinzas millipore 

matraz erlenmeyer de 1000 ml 

pipetas pasteur 

EQUIPO 

campana de flujo laminar 

autoclave 

horno 

equipo millipore 

PRE?ARACION DE MEDIOS 

Caldo Nutritivo: 

Pesar 0.5g de peptona,0.3g de extracto de carne disolviendo 

en lOOml de ae;ua y esterilizar. 
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Agar: 

Pesar l.;g de agar para lOOml de agua,esterilizar y llenar 

cajas. 

Medio nutritivo para Agrobacterium tumefaciens: 

Pesar o.Bg de caldo nutritivo,0.5g de sacaroaa,O.lg de extrae 

to de levadura para lOOml de agua,esterilizando. 

PRE.i?ARACIOH DE MUESTRAS 

Se disuelven Bmg de cada compuesto en 2ml de dimetilsulf6xi

do flltrado en equipo millipore,se toman 0.5ml de esta aolu

ci6n más l.5ml de agua destilada est~ril y 2.0ml de solu

ci6n de cultivo de Acrobacterium tumefaciens.Los controles 

se preparan con 0.5ml de dimetilsulf6xido más l.5ml de a&Ua 

y 2.0ml de aoluci6n de cultivo. 

PREPARACION DEL 1:ATERIAL BIOLOGICO.Cultivo de A. tumefaciena: 

Consiste en obtener subcultivos de Agrobacterium tumefaciens 

de 48 horas haciendo una resiembra de esta bacteria en un 

tubo con lDml del medio nutritivo para el desarrollo de la 

bacteria,una vez hecha la siembra,el tubo se incuba a 2Bºc. 

Las cajas petri con el a&ar ee colocan en el refrigerador 
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'hasta su·uso, 

PROCEDll!IEllTO(Tabla 3,3) 

Cuando se cumplen las 48 horas de incubacicSn de la bacteria 

ee realiza el siguiente paso de la t&cnica,que consiste en el 

corte y obtencicSn de loa discos de papa as! como la inocula

ci61l de estos con los extractos y la bacteria;:r por iltimo 

au 1ncubaci6n,Primero la papa se sumerge en hipoclorito de 

sodio comercial{cloralex)durante 30 minutoe con el :fin de 

aaeptizar la papa,de11pu«s se le introduce el eacabocado11 para 

obtener un cilindro del cuil. se obtienen loa discos;tomando 

el cilindro con unas pinzas a la· vez de ir cortando un seg

mento de 0.5cm de ancho aproximadamente,con un cortador me

til.ico{cutt•r) ,Tanto el sacabocados como el cortador metil.1-

co se aaeptit:an con etanol puados por la flama del mechero, 

Todas las operaciones anteriores se realizan empleando guan

tes est&rilee(guantea comerciales para ciru¡¡!a). 

Los discos de papa se colocan,tomandolos con unas pinzas 

aseptizadas ,en las cajas petri que contienen ya el agar so

lidi:f'icado(5 discos por caja)y a cada disco se le adiciona 

una gota del extracto adicionado con la bacteria.se elaboran 
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cinco,caja.s por cada extracto que se prueba con su respecti

vo control.¡;;]_ control consiste en adicionar a los discos de 

papa una gota de una soluci6n compuesta de Dl!SO,agua desti

lada estéril y cultivo de la bacteria(de 48 horas).Las cajBB 

con los diScos se incuban a temperatura ambiente dentro de 

una gaveta durante 12 d!as,despufs de los cuales se procede 

a leer resUltados contando los tumores desarrollados en cada 

disco,con la ~uda de una lupa;confinnando daspufs la prese~ 

cia da estos con una solucidn reveladora de Lugol,Se real.i

zan dos experimentos en distintos d!aa, 

Cabe señalar que todo el material empleado en la t4cnica se 

esteriliza antes y después de utilizarlo;y el procedimiento 

en su mayor parte se realiza en cupana de tlujo laminar 

(condicionas aatfrilea), 
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AGAR {l,5g) l (f",,,1)"' 
AGAR DISUELTO (1.5%) 

[
-autoclave 

-t=l5 :n~n. 

AGAR g)TERIL 

lcajas petri 

LLENAR CAJAJ3 (20ml/caja) 

PAPA ROJA (l & 2) 

]

-sol. de hipoclorito 
de sodio 

-t=30 min. 

?~JA ASE?rlZADA 

j •MOÓOO"'OO 

CILINDRO DE ?APA l ºº'"'°º 
DISCO;; DE ?APA 

EXTRACT0(8mg) 

1
-DelO 

(2ml) 

El:TRACTO 

1 
CAJAS 

5 cajas/extracto 
CON AGAR. 1 caj control 

DISUELT0(0.5ml) 

f 
~t~~:5:) 

(cc:ia. l.:li.Cinl) 

-t=49 .::. 

-·L~?:;IJ.:; 

-:::cd:.0 -le 
cultivo 

cu:;:n~ J;:; :.:, 

CAJAS CQN DI5C0.3 oac~e~~a 
(5 discos/caja) ( ~-, 

1 . - . i:.4'..:.:.tAC'i:U CJ!I r- BACl'.>;tlA 

~I3C05 INOCULADOS 

1
-t=l2 d!as 

-Te::np. a.mb. 

CONTAR TU'.0:03.i::S 
(en cada caja) 

! 
OETEIGR .'Of:C :.l•L.J =. 
J~ I.lHI:OlC IOll/: .~ .. J.\ 

...... 

Tabla No,3,3 Ensayo en disco de papa.Seguimiento de la t6cnica. 
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3,3).-Método Bioauto~ráfico para valorar Actividad 

Antibacteriana 6 Antifilngica(24) 

~AT3rlIAL BlJLiJGlCO 

cepas de:Candida albicans 

Aspergillus ~ 

Pusarill.'11 .:E 

CDY.PUE:>TOS A PROBAR 

Dioscorea mexicana(gluc6sidos totales) 

Dioscorea composita(gluc6sidos totales) 

Dioscorea mexicana(fracci6n de gluc6oidos furostánicos) 

Acido 4'-metoxi-5-Cl-di-fenil-amino carbox!lico 

griseofulvina(estándar positivo) 

nistatina(estándar positivo) 

h!ATERIAL 

place.a para cromatograf!a en capa fina(DC-Alufoliem. 

Kieselgel 60 F254 .MEllCK) 

capilares 

cámaras para cromatograf!a 

placa excavada 

cajas petri desechables 
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pinzas millipore 

matraces erlenmeyer de 500 ml 

cloroformo 

metanol 

etanol 

agar saboureaud 

asa m1col6gica 

SlUI?O 

campana de flujo laminar 

autoclave 

horno 

ril.E?ARACION DE MEDIOS 

Agar Saboureaud: 

?esar 65g de agar saboureaud para lOOOml de agua destilada 

y esterilizar. 

?Rt;PARACION DE ~!UE'>TRAS 

Los compuestos se disuelven con anterioridad a su aplicación 

en un sistema de disolventes adecuado(clorof'o:rmo-metanol 



60/40)para Dioscorea mexicana(glucósidos totales) y para la 

fracci6n de forostanoles,tanto el ácido 4'-metoxi-5-Cl-dife

nil-amino carboxílico como la Dioacorea composita(gluc6sidos 

totales) y los estándares se disuelven en cloroformo sola

mente. 

l'RIPAllAOIOH DE LAS PLACAS 

Primero se cortan las placas para cromatografía en capa fina 

(de hoja de aluminio)de un tamaño de 4.5x6.0cm,de tal forma 

que se puedan correr en la misma placa el estándar positivo, 

el extracto a probar y el control;después de aplicar las so

luciones de las sustancias anteriores,las placas se corren 

en el sistema cloroformo-metanol;40-ó0 ~ara Dioscorea ~

~(gluc6sidos totales)y la fracci6n de furostanoles,y 80-20 

para el ácido 4'-metoxi-5-Cl-difenil-amino carbox!lico y 

Dioscorea composita(gluc6sídos totales),la griseofulvina y 

la nistatina eluyen indistintamente en a.rnbos sistemas.Poste

riormente las placas se revelan con luz U.V.,marcando el si

tio en que corre cada com~onente,por la parte posterior de 

la placa.En el caso de las placas de Dioscorea mexicana(glu

c6sidos totales)y la fracci6n de furostanoles,se elaboran 

placas patrón las cuales se rocían antes de revelarlas con 
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la luz 0,V. con ácido sulf11rico 5 N,este tipo de revelado se 

realiza con el objeto de ubicar el sitio donde eluye el com

puesto en la placa y as! poder detectar el sitio de la posi

ble inhibici6n fdngica en la placa problema.Se realizan tres 

placas por cada compuesto que se prueba,con tres cajas para 

cada placa. 

rRErARACION DEL JllATERIAL BIOLOGICO 

Se colocan 250ml de agar sabouresud ya disuelto en agua¡en un 

matraz y se esteriliza,cuando esté a una temperatura adecua

da(350c aproximadamente)se adicionan cantidades adecuadas 

(una asada)de las esporas del hongo con la ayuda de una asa 

micológica;se agita suavemente esta suspensión.Esto se hace 

con cada cepa de hongoa(trea cepas), 

PROCEDIMIEN'fO(Tabla 3.4) 

Las placas se colocan en las cajas petri(una placa por caja) 

y ae agrega sobre ellas la suspensión de agar(a una tempera

tura tal que sea aceptable para la piel de la palma de la 

mano)con las esporas del hongo a manera de fo:n:iar una capa 

delgada sobre la placa.Se deja eolidificar el agar y las ca

jas se incuban a 28 ºe en ambiente hdmedo por un •iempo de 
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3 a 4 d!as(se elaboran tres cajas para cada cepa empleada). 

Despu&s de este tiempo se leen resu.ltados midiendo el diáme

tro del halo de inhibici6n del crecimiento del hongo.Aquí 

tambi&n se haeen dos experimentos en diferentes d!as. 

Con el fin de extrapolar los resultados que ae obtienen,se 

construyen curvas patr6n de inhibici6n con concentraciones 

conocidae;haciendo una curva para cada compuesto incluyendo 

a los estdndares.Como se ha mencionado con anterioridad todo 

el procedimiento se realiza por triplicado y en condiciones 

estériles,el material usado también se esteriliza antes y 

después de su uso. 
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AGAR SA1UliEAUD( 65g) 

-agua dest.(lOOOml) 

SOLUCION DE AGAR 
SABOUREAUD 

j
-t=l5 min, 

-autoclave 

AGAR llSTERIL 

-cantidades 

apropiadas(una asada) 

de la cepa empleada 

EXTRACT03 Y ESTANllAR;:;s 

1 -CHCl3/cH30H(60/40) 

' -CHc1 3(cloroformo) 
EXTRACTOS Y ES'l'ANDARES 

DISUEL'l'03 

l -placas de hoja de 
aluminio para 
e romst ograf!a 

APLICAR EN LAS PLACAS 

1 
-CHCl:¡iCH

3
-0H(40/60) 

-CHCl~CH3-0H(80/20) 
CORRER PLACAS(3 placas/extracto) 

! -revelar con luz 
u.v. 

COLOCAR PLACAS EN CAJAS 
PE'l'RI(l placa/caja) 

! 
CAJAS CON ?LACAS 

CUBIERTAS CON AGAR 
(3 cajas/cepa) 

J
-t=3 a 4 d!as 

-Temp. ambiente 

MEDIR HALOS DE INHIBICION 

i 
EXTRAPOLAR RESULTADOS EN 

CURVAS ESTANDAR 

~ 
OBTENCION DE COHCENTRACION 

DEL COMPUESTO ACTIVO 

Tabla No,3,4 M~todo Autobiográfico.Desarrollo de la técnica. 
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3,4).-Viabilidad en Células Epiteliales;Método de Exclusi6n 

con azul tripan(26) 

~ATERIAL BIOLOGICO 

linf"ocitos humanos 

COMPUi:::TOS A PROBAR 

Aristolochia grandiflora(fracci6n hexánica) 

Aristolochia grandiflora(fracci6n etan6lica) 

Dioscorea mexice..."18.(gluc6sidos totales) 

Dioscorea composita(gluc6sidos totales) 

metotrexato(est<!ndar positivo) 

MATERIAL 

desecador 

frascos viales 

micropipetas de 5o·y 200 ul 

crunaras de Newbauer 

vasos de precipitados de 150 ml 

pipeta volumétrica de 1 ml 

soluci6n salina ieot6nica 
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~Ull'O 

microscopio 

contador de c.flulas 

PREPARACION DE SOLUCIJ!IES 

Solución Salina Isotónica: 

Pesar 0.85g de cloruro de eodio(llaCl)y disolver en lOOml de 

agua destilada. 

Solución de Azul Tr1pan: 

Pesar O.lg de azul tripan y disolver en lOOml de solución 

buffer de fosfatos. 

Solución Buffer de Fosfatos: 

Pesar l. 3661¡; de KH2PO 4 ó NaH2?0 4 y se aforan a 50ml con 

a¡;ue destilada,ajustando el pH a 7.2¡para lo cuál se adicio

na 34.7ml de NaOH lN llevando a un volumen total de 200ml. 

?RE~ARACION DE LAS MU.&>TRAS 

Se pesan 50mg del extracto 6 compues~o y se disuelven 6 sus

penden en 5ml de solución salina isot6nica(sol. A conc. lOmg/ml). 
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De esta soluoidn se toman 0.5ml y se llevan a lOml con la 

misma soluci6n salina( sol. B cene .Or5ir.g/ml) ,posterioraente se 

toman cantidades adecuadas de estas soluciones para tener 

tres concentraciones d1ferentes(lOOO,lOO y 10 Ué/ml)tomando 

100 y lOul de A y 20ul de B;se c~locan en 102 frascos Viales 

(3 frascos/cada concentraci6n,con nueve repeticiones en cada 

compuesto)con su respectivo control Que consta de soluci6n 

salina isotónica.Los viales se ~eten en un desecador hasta su 

evaporación total.(seg>in B. N, Meyer et. al.,20) • 

.?RE.i'ARACIO!i DEL ~:ATEiiI~L BLJ:.OG reo 

~llneramente se toma la muestra de sangre h~~ana de volunta

rios aanos;esta ~uestra se recolecta en un tuto que contenga 

un anticoa¡;ulante,por ejemplo heparina.Después se diluye la 

sangre con una solucidn buffer salino de fosfatos y se mezcla, 

estratificando sobre Picoll(27)(28);es decir la sangre ya di

lu.!da se incor¡:iora sobre un empaque de Ficoll con el fin de 

hacer una separación de todas las células contenidas en la 

sangre,y así poder obtener los linfocitoa aislados del resto 

de las células,una vez hecr.o esto se centrifuGa y se recupe

ran los linfocitos de la interfase,en el tubo donde se hizo 

la separacidn ce1u:ar;los linfocitos se lavan y se centrifu-
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gan nuevamente con bu.ffer salino para por ~ltimo resuspender 

en soluci6n salina iaot6nica y de esta forma disponor ya de 

las células para el ensayo.Cabe aclarar que esta parte de la 

técnica no se realiz6,debido a que el ensayo se empezó a par

tir de la suspensi6n de los linfocitos ya separados como se 

mencionó con anterioridad. 

PROCEDD:IEi.~O(Tabla 3.5) 

¿e adicionan alícuotas de lml de células suspendidas en solu

ción salina isot6nica a cada frasco vial con intervalos de 

3 a 5 ~inutos entre cada vial,transcurridos 10 minutos se 

to~a un volumen de 200ul de suspensi6n celular el cuál se p~ 

ne en contacto con un volumen de lOul de colorante azul tri

pan,después se to~an 200ul de esta mezcla y se colocan en la 

crunara de Newbauer para proceder a contar el n~ero de célu

las vivas y muertas,con la ayuda del microsco~io enfocado a 

40x y contando sólo las células que se encuentran en los c"!: 

tro cuadrantes externos de la cámara;em~leando un contador 

de células manual para facilitar esta operación.Teniendo co

nocimiento que las células muertas presentan una coloraci5n 

azul y las vivas no presentan colorac16n alguna;esto se hace 

con cada frasco vial en cada compuesto que se prueba.También 
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se elabora un control al inicio de cada experimento(dos expe

rimentos en distintos d!as),el cuál consiste en poner en con

tacto a las células solamente con el colorante y contar las 

que estén muertas para saber con que poblac1dn de células no 

viables se inicia,aiin cuando tatas no han estado en contacto 

con ningdn compuebto tdxico a ellas, 

Los resultados finales se reportan como ~ de muerte celular 

en cada nivel de dosis,poniendc interés en aquella que cause 

el 5~ de muertes en la población celular¡empleando el por

centaje de células muerta.e del control,como factor de co -

rreccidn, 
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JiUESTRA DE SANGRE + AA"TICOAGULANTB 

¡ 
DILUIR CON BUl'l'ER SALINO(l:2) ¡ -mezclar 

ESTRATIPICAR SOBRE .PICOLL 

~ 
CEllTRI7UGAR(l510 r¡:m,30 min,) 

RECUPERAR Lilll'OCITO.S DE LA INTERPASE 

i 
LAVAR Y CENTRil'UGAR(rOO rpm,10 min,) 

iIBSUSPENDER EN SOLUCION f AL!NA ISO'l'ON!CA-• 

TRANSFERIR ALICUOTA DE l ml A CADA VIAL ¡ -t=lO min. 

ll!EZCLAR 200ul DE SUS;>, CELULAR CON lOUl DE AZUL TRIPAN 

! 
TOMAR 200Ul Y COLOCAR EN CAJURA DE NEil'BAUER 

+ LEER JIB;;ULTADO.; CON ll.ICRO.lCOPI0(40x) Y CONTADOR DE CELOLAS 

i 
REPORTAR f. DE POBLACION CELULAR NO VIABLE 

Tabla No. 3, 3 Desarrollo del procedimiento de Viabilidad Celular 

con azul tripan,incluyendo obtenci6n de la suspensi6n celular. 

•••A partir de este punto se inici6 el ensayo. 
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4. RE::iULTAD03 Y Dl~CU5ION 

4.1).-Bioenaayo con Artemia salina Leach 

F.n general puede decirse que se trata de un método sumamente 

sencillo y fácilmente utilizable con prop6sitos de cernilllien 

to biol6gico preliminar,presentando como llnico inconveniente 

una aparente falta de especificidad. 

En cuanto a loa resultados experimentales sobre materiales 

probados;el extracto metan6lici de Nectandra salicifolia, 

muestra una toxicidad bastante elevada;lo a.ue indica ls pos~ 

bilidad de aislar de dicho :extracto componentes puros con 

actividad biol6gica.En cuanto a la elevada toxicidad que pr! 

sentan los fármacos empleados para la prueba,estos están de 

acuerdo con los experimentos que demuestran que ~ ~ 

lina es especialmente senaible a sustancias que tengan acti

vidad sobre siste~a nervioso y ~ue sean liposolubles(29). 

En principio todos los compuestos y extracto probados most~ 

r6n alguna actividad sobre el crustáceo,siendo unos más act~ 

vos que otros.El extracto de Nectandra salicifolia(fracci6n 
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metan6lica)tiene una actividad apreciable y los diversos 

fánDacos empleados para la prueba muestran tambi~n actividad. 

La lactosa se utiliz6 en principio C'liDO estándar ne~-ativo, 

sin embargo si presenta alguna actividad t6xica para las la:; 

vas de Artemia ~ ~ •• DL50 mayor a 1308ug/ml y que para 

efectos de este ensayo se con.aider6 despreciable. 

En forma arbitraria se consider6 como activos a loe compues

tos que presentan una n1
50 

menor a lOOOug/ml.Los resultados 

experimentales se encuentran en las tablas No.4.l y 4.2, 

50 



RESULTADOS :C:X:?ER!llENTALES 

B:IPER!llENTO llo.l 

" de muertes 
a las 24 hrs. (95,_; intervalo 

10 100 1000 u!/~2 
de confianza) 

COJi!PU&.;TO ug/ml U&/ml U&/ml 

Dicloroiso-

proterenol 23 53 97 54 27-100 

20 53 97 60 32-107 

27 50 93 58 26-114 

Reserpina 17 47 100 71 39-122 

10 47 100 76 44-130 

20 47 97 69 36-125 

Carbamacepina 20 50 87 83 38-172 

17 50 90 83 42-161 

23 43 90 81 38-167 

Cloropropamida 13 43 97 88 50-155 

10 40 93 113 63-200 

10 47 97 89 51-152 
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Nectandra 

salicifolia 3 33 100 131 82-205 

7 40 93 1~3 71-212 

o 37 100 131 65-206 

2.'eofilina o 23 77 319 (155-697 

3 33 70 303 (186-590 

7 27 73 299 {161-684 

Tabla No.4.1 Detenninaci6n del porcentaje de mortalidad,DL
50

,e 

intervalos de confianza de diversos compuestos,utilizando 

Artemia salina L. --- ----

¡,;¡¡niU:H;tlTO !lo. 2 

,: de muertes 
a las 24 hrs. (95¡;; intervalo 

10 100 1000 ~~2 
de confianza) 

COli!PUESTO ug/ml ug/ml ug/ml 

Dicloroiso-. 

proterenol 23 53 97 54 27-100 ) 

2} 57 100 48 24- 84 

23 53 93 59 28-113 

Reserpina 17 47 97 75 45-133 ) 

10 47 97 69 51-152') 

17 43 100 76 42-131 ) 
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Carbamacepina 17 53 67 64 41-169 

17 50 90 63 42-161 

23 43 93 75 36-145 

CloroprojJamida 13 43 97 66 50-153 

10 43 93 105 59-167 

10 47 100 13 99-136 

Nectandra 

salicifolia 3 33 100 131 62-105 

3 40 97 123 75-199 

o 37 97 141 89-<'26 

Teofilina 7 23 73 323 (169-750 

o 23 77 319 (186-590 

1 33 73 257 (132-590 

Tabla No.4.a Determinaci6n del porcentaje de mortalidad,DL
50

,e 

intervalos de confianza de diversas sustancias,utilizando 

~~_!: •• Experimento No.2, 
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Como se menciond anteriormente se puede observar ~ue efecti-

vamente el dicloroisoproterenol es el compuesto que presenta 

mayor actividad al tener la n1
50 

de menor magnitud,le siguen 

reserpina,carb~aceiina,cloropropamida,el extracto de Nectan-

salicifolia,teofilina y por último lactosa,que presenta una 

actividad dada como DL
50 

mayor a 1000ug/m1,Todos presentan 

actividad en los tres niveles de concentración a excepci6n 

de la lactosa para la cuál no hay muerte de los crustáceos, 

alin en la concentracidn más baja(lOug/ml).La teofilina y el 

extracto de Uectandra salicifolia presentan tambi6n una baja 

mortalidad a dosis de lOug/ml,En el caso de Nectandra sali

cifolia la toxicidad aumenta con la concentraci6n,obtenien-

dose finalmente una DL
50 

baja(l35 ppm)indicando con ello una 

actividad relativamente elevada. 

Como es de esperarse el número de muertes se incrementa pro

porcionalmente conforme aumenta la concentracidn del compue~ 

to activo,Lo5 ensayos realizados en diferentes d!as,permiten 

apreciar la reproducibilidad del método ya que los resulta

dos var!an un poco entre s!,Este bioensayo se puede conside

rar de una reproducibilidad aceptable,basando este criterio 

en los intervalos de confianza obtenidos para cada sustancia 

54 



probada en ambos experimentos, 

En el mátodo original el tiempo de incubación para las larvas 

es de 24 horas;en nuestras condiciones se encontró que a las 

24 horas se producen pocas larvas,por lo que se modificó el 

tiempo de incubación a 48 horas,para poder disponer de lar

vas en mayor cantidad y de aspecto un1forme,ror otro lado 

puede emplearse cualquier disolvente para disolver los com

puestos a ensayar,siempre y cuando sea posible eva~orarlo 

por completo antes de adicionar las larvas;de tal manera que 

no afecte la vida dt los crustáceos,para comprobar lo ante~ 

rior se corre siempre y en forma paralela un blanco con el 

disolvente utilizado¡en este caso se usó metanol el cuál no 

interfirió en los resultados ~ue se obtuvier6n, 
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4,2).-Ensayo en Disco de Papa para la Evaluaci6n de la Acci6n 

!nti¡umor~l 

Como comentario general del método,puede decirse que se treta 

de un método simple aunque laborioso que se puede realizar 

con un m!nimo de equipo,y utilizando cantidades m!nimae de 

muestra(8mg).Esta técnica permite detectar compuestos 6 ex

tractos activos de manera fácil y barata;y lae sustancias ac

tivas pueden eer probadas posteriormente con animales de ex

perimentación. Como notas adicionales al método debe apuntar

se lo eiguiente:para facilitar la preparación de los discos 

de papa,al obtener el cilindro del cuál se obtienen los dis

cos,este debe ser de mayor longitud que la papa para lo cuál 

se requiere de un sacabocados apropiado.Y no deben de trans

currir més de 30 minutos entre el corte de la papa y la ino

culac i6n de los discos de papa con la mezcla de extracto, 

bacteria y disolvente. 

Como se mencionó en la parte teórica los resultados finales 

se reportan en% de inhibición de los tumores generados por 

Agrobacterium tumefaciens sobre tejido de pepa;para ello: 

l) se cuentan los tumores en cada disco de papa(5 discos en 

cada caja)por caja,incluyendo a los controles.Reportando el 
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ndmero de twLores por disco y por caja con su respectivo 

control, 

2) se obtiene el promedio del ntlmero dé tumores tanto de los 

discos controles,así como de los discos de cada extracto que 

se prueba para cada caja{5 caja.s por extracto ~~s su respec-

tivo control), 

3) por ~ltimo se calcula el porciento de inhibici6n de los 

tumores en cada caja,obteniendose como resultado final el 

promedio de este porcentaje para cada extracto(5 extractos). 

RESULTADJ.; EXPERIMENTAL.F.:5 

EXPER.Ik'.E!ITO No. l EXJ:'ER.Ik'.El'iTO No. 2 

No. D E T u ;.: O¡¡ ES No. DE T u){ o RES 

D I s e o D s e o 
CAJA CAJA 

l 2 3 4 5 l 2 3 4 5 

l 21 22 20 20 19 l 21 21 18 17 18 

2 20 21 20 19 22 2 20 19 18 18 19 

3 20 19 19 20 18 3 20 21 20 18 18 

4 22 20 19 21 21 4 19 20 18 17 18 

5 21 21 22 20 19 5 20 20 19 17 20 

CJH- 30 29 28 28 29 CON- 29 29 30 28 28 
TROL TROL 

Tabla No.4.3 11\l:nero de tumores por disco y por caja para 

Ariatolochia taliscana{fracción de diclorometa.no). 
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;:xp;;¡¡IJi!ENTJ !lo, l EX.:'Ei!D!E!ITO No,2 

lio. D .::. T u h: o ¡¡ E .::l No. D E T u,. 
"· o ¡¡ E .::l 

D I s c o D I .::l c o 
CAJA CAJJ.. 

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

1 21 21 20 21 20 1 20 21 21 20 21 

2 20 19 19 19 20 2 20 19 20 13 20 

3 20 20 19 21 19 3 20 21 13 20 19 

4 20 19 21 19 21 4 20 19 21 20 21 

5 20 19 20 13 19 5 20 19 20 19 20 

CON- 30 29 29 28 29 CON- 29 30 29 28 29 
TROL TROL 

Tabla !<o. 4. 4 Nmnero de tumores por disco y por caja correspon-

dientes a Aristolochia grandiflora(fracci6n hexánica), 

EX..:'Ei!Ill::liTü ¡;o .1 EX?ERIMENTO llo,2 

!lo, DE T u b! o R ES No. D E T U M o RE;:, 

D I ~ e o D I s e o 
CAJA CAJA 

1 2 3 4 5 1 2 3 4 \} 

1 20 21 20 22 23 1 21 20 2< 23 21 

2 21 21 23 22 22 2 21 21 22 22 22 

3 20 22 22 <l 20 3 20 21 22 22 21 

4 22 23 23 21 22 4 23 23 21 22 22 

5 22 ¿;¿ 23 23 21 5 22 21 23 23 2¿ 

CO!I- 30 30 31 29 30 CON- 30 31 30 30 30 
'rROL 1'ROL 

Tabla :lo. 4. 5 ;1umero d<:: tumores por disco y ;or caja de 

Ari.stolociaa Lrar.aiflora(fracgit"Sn etan6lica¡. 



::XPEilIXE!f::O No, l EX?ERI!.'.ENTO !lo. 2 

lio. D E T ¡_; 1: o R E S No. D E T u¡,: o R ES 

D .; e o D I s e o 
CAJA CAJA 

l 3 4 5 l 3 4 5 

l 23 <5 27 26 23 l <4 25 25 26 26 

2 25 27 26 23 25 2 25 25 26 26 28 

26 ~b 27 28 26 3 25 25 '-6 27 25 

4 17 15 14 14 20 4 26 25 27 27 25 

5 20 21 13 2U 13 5 26 26 28 27 26 

c;i;¡_ 30 31 30 32 29 COU- 29 31 3V 29 30 
'~RJL TROL 

Tabla !lo. 4. ó m.1::nero de tumores :lOr disco y por caja de 

Nectandra salicifolia(fracci6n etan6lica). 

Ll.i'Eil.ú.'.=.!ITO No, l Ei.i'ERlliE!i7u It.:>.2 

No. D E T i; b: o R E S Ho. D E T U Ir! o R E S 

D 1 s e o D 1 ;; e o 
c.~Jh CAJA 

l 2 3 4 5 l 2 3 4 5 

l 25 26 26 27 26 l 24 25 26 23 26 

2 27 28 26 28 27 2 27 28 25 23 25 

3 27 25 26 2;, 25 3 25 26 28 28 26 

4 25 "5 C.7 27 26 4 26 25 26 27 25 

5 26 26 27 28 26 5 27 2ó 25 26 26 

Cc>U- 30 30 30 <3 29 COI!- 32 30 31 29 30 
TROL TROL 

Tabla No.~.7 :iUmero dt: tumores por di~co y por caja de 

Nectandn:o cclic-ifolia( frac e i6n acetato de etilo). 
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E:l'.PERD:Ul'l'O No .1 

PROME:JIO DE 
TU!i!OR.F.S El/ LAS 
CAJAS COh"TROL 

ET.TRACTO (disolv.+agua+bact.) 

Aristolochia taliscana 28 ----
(fracción ctt2c12 ) 

Ariatolochia grandiflora 29 

(fracción hexinica) 

Ariatolochia grandiflora 30 

(fracción etan6lica) 

Nectandra salicifolia 30 

(fracción etan6lica) 

Nectandra salicifolia 30 

(fracci6n acet. de etilo) 

i%)J.lEDIO DEL llo. DE 
TUY.vRE:./DLlCO EN 
CADA CAJA 

C A J A S 
1 2 3 4 5 

20 20 19 21 21 

21 19 20 20 19 

21 22 21 22 22 

25 26 27 16 20 

26 27 :26 26 27 

Tabla No.4.8 Promedio del ntSmero de tumores registrados en las 

cajas control y en las cajas de los extractos probados.j¡Ste 

promedio se obtiene por disco. 

EX?EHIMENTO No. 2 

i'RO&:EDIO DE 
TUM OR.F.S Eli LAS 
CAJAS CONTROL 

EXTRACTO (diaolv,+acua+bact.) 

Ariatolochia taliacana 29 

(fracción C~Cl2 ) 

Aristolochia grandiflora 29 

(fracción hexán1ca) 
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TU!rlORE:J/DISCO EN 
CADA CA.JA 

C A J A S 
1 2 3 4 5 

19 19 19 19 19 

21 20 20 20 "º 



Aristolochia grandiflora 30 21 22 21 22 22 

(fracción etanólica) 

Hectandra salicifolia 30 25 26 26 26 27 

(fracción etanólica) 

Nectandra salicifolia 30 25 26 27 26 26 

(fracción acet. de etilo) 

Tabla Ho,4,9 .i'romedio del ndinero de tumores por disco en las 

cajas control y en las cajas de los extractos probados. 

Cabe aclarar en este punto,que una vez aue se obtienen los 

promedios del nll.::iero de tumores,tanto en los controles como 

en los extractos;se procede a obtener el ~ de inhibición de 

cada extracto activo,cor.siderando el valor promedio del con-

trol como un 100~ de tu.~oración.?or ejemplo en el caso del 

extracto de Aristolochia taliscana(fracción de diclorometano) 

el valor promedio de tumores de su control es de 29,el cudl 

corresponde al 1001' de tumores desarrollados,una vez estable-

cido esto se empieza a trabajar con el valor promedio de la 

caja llo, l el cuál es de 13 tumores desarrollados ,y por pro

porción simple se obtiene el porcentaje al que corresponden 

los 19 tumores que es de 71.4~;este valor es restado a 10°'" 

para obtener el ~orcentaje de inhibición del extracto que 

61 



ea de 28, ~.De esta forma se van calculando los porcen1;ajes 

de illhiblci6n para caja y para cada extracto(cinco cajas por 

extracto). 

EXPERD!OOO No .1 

Ariatolocb.ia taliscana 

(fracci6n c~c12 J 

~ DE INHIBICION/CAJA 

e 
1 

A 

2 

J 

3 

A 

4 

s 
5 

28.6 28.6 32.1 25.0 25,0 

PRC..:EDIO 

28.0 

Ari8tolocb.ia grandiflora 27,6 34.5 31.0 31.0 34,5 31.7 

(fracción hexánica) 

Aristolochia grandiflora 30.0 26.7 30.0 26.7 26,7 28,0 

(fracción eto.n6lica) 

Kectandra aalicifolia 16.7 13.0 10,0 46.7 33,0 23,9 

(fracción etan6lica) 

Nectandra aalicifolia 

(fracci6n acet. de etilo) 

13.0 lo.o 13.o 13.0 lo.o ll,8 

Tabla No,4.10 Porcentaje de inhibición de los extractos pro

ba.dos ,registrado en cada caja con el Valor promedio corres

pondiente. 
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EICi'EillllE!!TO No, 2 

EXTRACTO 

Aristolochia taliscana 

(fracci6n CH2c12 ) 

Aristolochia grandiflora 

(fracci6n hexruiica) 

fo DE INHIBICIO!l/CAJA 

e A J A :) 

1 2 3 4 5 PROMEDIO 

34,5 34,5 34,5 34,5 34.5 34.5 

~7.6 31.0 31.0 31.0 31.0 30.3 

Aristolochia grandiflora 30.0 26,7 30,0 26,7 26,7 28.0 

(fracci6n etan6lica) 

Nectandra salicifolia 

(fracci6n etan6lica) 

llectandra salicifolia 

(fracci6n acet, de etilo) 

16.7 13.0 13.0 13.0 10.0 13.1 

16.7 13.0 10.0 13.0 13.0 13.1 

Tabla No.4.11 i'orcentaje de inhibicibn en cada caja con su 

respectivo promedio. 

Segiin Perrigni N, R. y col.(14),se considera que aquellae 

sustancias que presentan un porcentaje de inh1bici6n mayor 

al 20~,poseen una actividad significativa.De acuerdo con es~. 

te criterio ;todos los extractos de Aristolochia tienen una 

actividad inhibitoria,lo cuál está de acuerdo con el uso 
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popular que se dá a lae plantas de este g6nero;en Clll!lbio el 

extracto de liectandra salicif<:>lia(fracción etan61ica 'Y de 

acetato de etilo)no se puede discernir por el momento a! es 

activo 6 no,ya que presenta mucha diferencia entre el valor 

promedio del porcentaje de inhibividn del experimento No,l 

al experimento No,2, 

El extracto que presentó mayor porcentaje de inhibición en 

forma constante en ambos experimentos es el de Aristolochia 

grand.iflora(fraccidn hexánica)con un valor de 28%;ya que el 

Aristolochia taliscana(fracci1n de diclarometano)var!a de 

un experioenta a otro,aiendo mayor en el segundo(34.5~ de 

inhibicidn). 

Por otro lado las c&lula.s tumorales carecen de almidón por 

lo que al adicionar la solución de Lugol como prueba confir

mativa, estas quedan incoloras ya que no toman la ccloracidn 

azul característica de almidón con yodo, 

ANALISIS .ESTADI~TICO 

Con el fin de poder determinar si las t~cnicas realizadae 

tienen reprcducibilidad,se realizardn análisis de varianza 
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a cada una de las técnicas{con excepción del bioensayo con 

~~_!..),estos análisis se efectuar6n con un pro-

grama estadístico llamado AJIOVA(de una v!a)el cw!l pertene-

ce a un paquete denominado Number Cruncher Statical System, 

qu~ realizó el Dr.Jerry L. Hintze(Kaysville,Utah 1984). 

En este análisis se compararón los resultados del experimen-

to No.l con el experimento No,2 en cada técnica,obteniendo 

una tabla del análisis de varianza y otra de medias y errores. 

TABLA DEL ANALISI:> DE VARIA!IZA 

Fuente de Grados de .:>uma de Media de 'I! Probabilidad 
Variación Libertad Cuadrados Cuadrados 

Entre gpos. 1 1.936 1.936 0,02 0,880 

Dentro gpos, 8 641.188 80.1485 

TOTAL 9 643.124 

TABLA DE l.:EDIAS y ERRORE:l 

0.:PERIUENT O ti ~;EDIA ERROR ESTANDAR 

1 24.66 4,003711 

2 23,80 4.003711 
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En base a loe resultados anteriores;el m~todo presenta una 

probabilidad menor a uno(p<l)y ambos experÍ!fientos tienen 

el mismo error estiíndar(4.0037ll),lo,ouál determina qus la 

t&cnica es reproducible. 
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4.3).-~étodo Autobiográfico para Valorar Actividad Antibac

teriana 6 Antifdngica empleando Cromatocraf!a en Capa Pina 

La técnica es muy sencilla y tanto el material como el equi-

po que se requiere para su elaboraci6n son pocos costosos; 

además de que se puede desarrollar con cantidades mínimas de 

muestra(la suficiente para correr una placa cro:r.etográf"ica) 

y en lugares que no necesitan algÚn acondicionamiento espe

cial. Batas mismas características se han presentado también 

en las anteriores técnicas,lo cuál indica que de alguna for

ma se cumple el objetivo de este trabajo(técnicas con meto-

dolog!a simple). 

En este método se registra como resultado inicial el diltmetro 

de inhibición que presenta el desarrollo del microorganismo 

por efecto del compuesto que se está probando.Obteniendose 

un valor promedio de esta inhibici6n para cada extracto acti-

vo con cada una de las cepas empleades;el mismo procedimiento 

se realiza con los estándares.El resUltado final se registra 

como promedio total de los milímetros de inhibici6r.;con un 

sólo valor de inhibición para cada compuesto y para los es

tándares ,ya que este valor se extrapolará en curvas estándar 

de cada compuesto con el fin de conocer la concentracci6n 
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exacta de la su.stancia,que est~ inhibiendo el desarrollo del 

microorganismo.Sobre Pusariu:n ::.p no presentan actividad de 

inhibición ni los compuestos que se probarón ni los est~a-

res¡sin embargo con Aapergillus ~,los compuestos para 

prueba no inhibierón pero los patrones griseofulvina y nis-

tetina tuvier6n alguna actividad.Por esta razón s6lo se si-

guen trabajando los resultados obtenidos de los cuatro com-

puestos con la cepa de Candida albicans y con los patrones 

de griseo!ulvina y nistatina. 

RESULTADO.; EX.PERI!f.ENTALES 

CErA1~ albicans 

E:iTiu>DAR PJ;:;ITIVO:Griseofulvina 

EX.?ERll.:ENTO No.l EXPERIMENTO No.2 

DIAlllZJ!RO DE IllHIBICION (mm) 

?LACA l et 2 et 3 et l st 2 et 3 

CAJA 

st 

l 11 15 

2 10 15 

3 11 14 

10 15 

11 15 

11 15 

10 15 

10 16 

10 14 

10 14 

10 14 

11 15 

10 14 

10 14 

10 15 

11 15 

11 14 

11 15 

Tabla No.4.12 Registro de los di~etros de inhibición del 

eet~dar y de Dioscorea ~.(gluc6sidos totales)en dos expe

rimentos distintos con nueve repeticiones para cada sustancia. 
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EX.?i::Rn:.::rco 110.1 :EX.>'ERDIENTO No. 2 

DIA!tl.'I' RO DE INHlBICIOll (mm) 

?LACA l et 2 et 3 et l st 2 st 3 at 

CAJ;.. 

l 12 15 12 14 12 15 12 14 12 14 11 14 

2 11 14 11 14 12 14 11 15 12 16 12 15 

3 11 14 11 15 10 15 12 15 12 15 11 15 

Tabla No.4.13 Registro de los diámetros de inhibici6n para 

estándar y muestra(furostanoles de Dio;corea ~.)en dos 

experimentos diferentes con nueve repeticiones cada uno. 

EX.?ERIMENTO No.l EXPERI~ENTO No.2 

DIA;lETRO DB INHIBICION (mm) 

PLACA l et 2 et 3 et 1 et 2 et 3 et 

CAJA 

l NI 16 NI 15 NI 15 NI 15 NI 14 NI 15 

2 NI 15 NI 15 NI 16 NI 14 NI 15 NI 15 

3 NI 15 N! 15 NI 15 NI 15 NI 15 NI 14 

Tabla No.4.1~ Registro de los diámetros de inhibici6n del 

áciúo 4'-metoxi-5-Cl-difenil-amino carbox!lico y del están-

dar,en ambos experimentos. 
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KlCP&lUllENTO No .1 EXPERilf.E!iTil No.2 

DIA;lETR;J DE IllHIBIC¡JN (mm) 

PLACA l et 2 st 3 et l et 2 et 3 et 

CAJA 

1 NI 14 NI 15 NI 15 NI 14 NI 15 NI 14 

2 NI 15 NI 15 NI 14 NI 14 NI 15 NI 15 

3 NI 15 NI 15 NI 15 HI 15 NI 15 NI 15 

Tabla No.4.15 Registro de los diii.metros de inhibición para 

Dioscorea composita(glucdeidos totales)y para el estándar 

en ambos experimentos. 

CEPA:Candida albicans 

&:>TAllDAR P0'1 IT IVO: His t atina 

Eh.c'ERiiriENTO No.l EXPERIMENTO No. 2 

DI~ETRil DE INHIBICION (mm) 

.i!LACA l st 2 st st l et 2 st 3 et 

l 11 28 11 28 10 28 11 30 11 30 10 30 
2 11 28 11 28 10 27 11 28 10 23 11 29 

3 10 27 11 27 11 27 11 31 11 30 10 30 

Tabla No.4.16 Diámetros de inhibici6n para glucósidos totales 

(Dioscorea mexicanaJcon nistatina como estándar positivo en 

dos ex~erimentos diferentes. 
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EXPERI~ENTO No,l EXPERIMENTO No,2 

DlAb!El'RO DE IllHIBICiull (l!Jll) 

PLACA l et 2 et 3 et 1 et 2 et 3 et 

CAJA 

1 12 28 12 28 11 27 11 28 ll 28 12 28 

2 1:-0 28 12 27 12 28 12 28 11 28 12 27 

3 11 26 12 26 11 27 11 27 ll 27 ll 27 

Tabla llo.4.17 Diámetros de inhibici6n para Furostanoles 

(Dioscarea mexicana)usando nietatina como estándar. 

EX.i?ERD!ENTO !lo .1 EY;PERIMENTO !lo.2 

DIUl::l'RO DE I!IHlilICION (mm) 

.t'LACA 1 et 2 st 3 et l et 2 st 3 st 

CAJA 

l NI 28 lil 27 NI 27 NI 28 NI 28 NI 27 

2 liI 27 NI 28 !II 26 NI 28 NI 28 NI 28 

3 NI 28 NI 25 NI 28 NI 28 !II 28 NI 28 

Tabla No.4.18 Diámetros de inhib1ci6n para el ácido 4'-metoxi-

5-Cl-difenil-e.mino carbox!lico,usando nistatina como estándar, 
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XLPERillENTO No .1 EI?ERilfENT O No. 2 

DIAll:E:rRO DE INHIBICION (mm) 

PLACA 1 et 2 et 3 st 1 st 2 st 3 et 

CAJA 

1 HI 28 NI 28 NI 27 NI 28 !II 28 NI 28 

2 NI 27 !II 27 NI 28 NI 27 NI 28 NI 28 

3 NI 28 NI 28 NI 28 NI 28 NI 28 NI 28 

Tabla No.4.19 Diámetros de inhibición de Dioscorea composita 

(glucósidos totales )y nistatina como eetándar,para ambos 

experimentos. 

Se puede observar que,además de los dos estlÚ!dares solamente 

Dioscorea mexicana(gluc6eidos totales) y la fracción de 

Puroetanoles(también de Dioacorea ~.)preaentarón inhibición 

en ambos experimentos frente a la cepa de ~ albicana. 

El ácido 4'-metoxi-5-Cl-difenil-amino carboxílico y ~ 

rea composita(glucóaidoe totales)no presentarón inhibición. 

Como ya se mencionó anteriormente,el siguiente paso es obte

ner los valores promedio de los diámetros de inhibición. 
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CEPA:Candida albic!UlS 

ESTANDAR POSITIVO:Griseofulvina 

EIPERll!ENTO No. l 

?RO.:<EDIO DEL DIAA:E'rRO DE 
INHIBIClON/CAJA(mm) 

e A J A l st 2 st 3 st 

COJtPIJE::jTO 

Dioscorea mexicana 10 15 10 15 11 14 
(gluc6sidos totales) 

Dioscorea mexicana la 15 11 14 11 14 

(glucósidos furosti1nicos) 

EXPERDIENTO No.2 

COl!PU¡¡,:;To 

Dioscorea mexicana 10 14 10 14 11 15 
(glucósidos totales) 

Dioscorea mexicana 12 14 12 15 12 15 

(gluc6sidos furostánicos) 

Tabla No.4.20 ?remedio de los dirunetros de inhibici6n corres

pondientes a dos experimentos diferentes,con griseofulvina 

como estándar, 
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liSTANDAR POSI'fIVO:Nistatina 

PROMEDIO DEL DI.AMErRO DE 
INHIBICION/CAJA(mm) 

e A J A l. st 2 st 3 st 

COIU'UESTO 

Dioscorea mexicana l.l. 28 l.l. 28 l.l. 27 

(glucósidos totales) 

Dioscorea mexicana l2 28 l.2 28 l.l. 26 

(gl.uc6sidoa furostánicos) 

ElCJ?ERlliENTO No,2 

COMPU~TO 

Dioacorea mexicana l.l 30 l.l 28 ll 30 

(glucósidos totales) , 

Dioscorea mexicana ll 28 l2 28 l.l. 27 

(glucósidos furostánicos) 

Tabla No,4,21 Promedio de los diámetros de inhibición empl.e~ 

do nistatina como estándar. 
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CEPA1Ca.nd1da albica.ns 

S:iTANDAR P0;3lTIVO:Gr1eeofUlvina 

EXPERIMENl'O No,1 EX?ERDIENTO No,2 

?ílVll.EDIO TOTAL DEL DlAia:El'RO DE IN"rlIBICION(111111) 

C())ü'OESTO et 

Dioecorea mexicana 

(g1ucdsidos totales) 

Dioscorea mexicana 

10 

11 

(glucdeidos furostánicos) 

15 

14 

st 

10 14 

12 15 

Tabla No.4,22 ?remedio total del diámetro de inhibicidn,ta.nto 

del estándar como de los c~mpuestoe(reeultado final). 

E:>TAlillAR .i'O;:;ITIVO:llietatina 

ElPERIM'.ENTO No,l EX?ERI!l:ENTO No,2 

:'ROb:EDIO TOTAL DEL DIAMEl'RO DE Ih1lIBICION(mm) 

COMPUESTO et 

Dioecorea mexicana 
(glucdeidos totales) 

Dioscorea mexicana 

11 

12 

(glucdsidos furostánicos) 

26 

27 

et 

11 30 

11 26 

Tabla No.4,23 Registro del promedio total del diámetro de 

inhibici5n,con nietatina como est~ndar(resulte~o final), 
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Los valoree que presenta el extracto de Dioscorea oexicana 

en sus fracciones gluc6sidos totales y furostánicos,no va

rían en forma signifícativa de un experimento a otro sin 

importar el estándar que se est~ e~pleando(griseofulvina 6 

nistatina).En el ceso de los estándares;estos tampoco pre

sentan diferencias significativas en sus diámetros de inhi

bicidn,de un experimento a otro. 

Con estos resultados se observa que la fraccidn de furosta

noles de Dioscorea ~exicana ~uede ~er ligeramente más activa; 

ya que sus diáoetros de ini1ibicidn son un ~oca mayores que 

los ae Dioscorea mex~cana(gluc6sidos totales).:C.Stos resul

tados como se mencion6 con anterioridad,se extrapolan en 

cu!"Va~ és:ár.dar de c&da compuesto. 

4.3.l).-Construcci6n de las Curvas Estándar 

F.staa curvas se realizan cJ~ ~Jr.c6ntrn~1ones conocidas de 

cada austancia,trabajando ocho concentraciones distintas(de 

0.06 a l.OOug/llll.}¡por lo tanto se elaboran cuatro curvas en 

total,en las cuales se extrapolan :oD resultados finale~ de 

los dirunetroa de inhibici6n con el ObJeto de conocer la con

centraci6n a la cuál se pre~enta la actividad ael compuesto 
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CEPA:Can~ida. a.lbica.ns 

COY.i'U::;;;TO:Dioscorea ~exica.r.a 

Gluc6sidos totales Gluc6sidos furostlinicoe 

CURVA :&>TANDAR 

CONC. (u¡;/ol) inilibici6n 1nhibici6n 
<=> (mm) 

0.06 1 1 1 1 1 1 

0.08 1 2 1 2 1 1 

0.10 2 1 1 2 2 2 

0.20 3 4 3 4 4 3 
0.40 7 6 7 7 7 8 

0.60 11 11 10 12 11 11 

0.80 14 14 14 15 15 15 

1.00 16 17 17 19 18 19 

Tabla llo.4.24 Valores para las curvas patr6n de ambee sus tan 

cías cbl prueba, 

COl!!PUE3T01Griseofulvina liietatina 

CURVA E':iTANDAR 

CO!lC. (ug/ml) 1nhib1ci6n inhibici6n 
(mm) (mm) 

0.06 2 1 2 3 2 3 
0.06 2 2 2 4 4 3 
0.10 2 3 3 5 4 5 
0.20 5 4 5 9 10 10 
0.40 10 10 9 19 19 18 
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o.60 

o.so 

1.00 

15 

20 

24 

15 

19 

25 

14 

19 

24 

2S 

3S 

46 

28 

37 

47 

28 

38 
47 

Tabla No,4.25 Diámetros de inhibición para concentraciones 

conocidas de ambos compuestos estándar.De estos valores y 

los de la tabla anterior,se obtiene un val:r promedio de 

cada concentración en cada compuesto,para elaborar la curva 

de cada uno, 

CEPA:Candida albicans 

PROMEDIO DEL DIAMllTRO DE INHIBICION (mm) 

COlr:?U~TO Glucósidos Griseofulvina Nistatina 

CONC,(ug/ml) totales furosti!nicos 

0.06 1.0 1.0 1.6 2,6 

o.os l. 3 1.3 2.0 3.6 

0.10 1.6 2.0 2.6 4.6 

0.20 3,3 3.6 4.6 9,6 

0.40 6.6 1.3 9.6 lS.6 

o.60 10.6 11.3 14.6 2s.o 

o.so 14.0 15.o 19.3 37.6 

l.oo 16.6 18.6 24.3 46.6 

Tabla No,4.26 Promedio de los diámetros de inhibición de los 

cuatro compuestos para la elaboración de las curvas estándar 

de cada uno. 
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CURVA ESTANDAR DE INHIBICION 
Discorea mexicana 

(Glucosidoa totales) 

DIAMENTRO DE INHIBICION lmml 
20r-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

18 [ 
16t_ 
14 í 
12 

10 
8 

6 
4 

2 
o~~~-'-~~~-'-~~~-'-~~--'~~~_,_~~~~ 

o 0.2 o.4 o.e o.a 
CONCENTRACION (mcg/ml) 

1.2 



CURVA ESTANDAR DE INHIBICION 
Discorea mexicana 
(Glucosidos furostanicos) 

DIAMENTRO DE INHIBICION lmml 
20~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

18 

18 

14 

12 

10 

8 
8 

4 

2 

0.2 0.4 o.e 0.8 1.2 
CONCENTRACION {mcg/ml) 



CURVA ESTANDAR DE INHIBICION 
Griseofulvina 

OJAMENTRO DE INHIBICION (mm! 
so~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

28 
26 
24 
22 
20 
18 
16 
14 
12 
10 

8 
6 
4 
2 
o¡¿:,_~~~~~-L~~__J'--~~-1-~~-L~~__J 

o 0.2 o.4 o.6 o.a 
CONCENTRACION [mcgtml) 

1.2 

J 
/' 



48 
44 
40 
36 
32 
28 
24 
20 
16 
12 

8 

CURVA ESTANDAR DE INHIBICION 
Nis ta tina 

DIAMENTRO DE INHIBICION (mm( 

4 
O""°-~~...L_~~-'-~~---'~~~-'---~~-1-~~--' 

o 0.2 0.4 0.6 0.8 1.2 

CONCENTRACION [mcg/ml) 



Como se puede observar en las cuatro grá!icas,se presenta 

una relación directamente proporcional entre runb~s parámetros 

ya que a mayor concentración ael compuesto,mayor diámetro de 

inhibición;esta relación se presenta en forma de linea recta 

con pendiente positiva y ordenada al origen aproximadamente, 

Al extrs.~olar los diámetros de inhibición que presentarón 

Dioscorea mexicana(glucósidos totales y la fracción de furos

tanoles )como compuestos de prueba;y de griseofulvina y nis

tatina como compuestos estándar(cada compuesto en su curva 

correspondiente) .ae puede conocer cuál e~ l~ concentraci6n 

que está produciendo la inhibición sobre el desarrollo del 

hongo(~ albicans),?or lo tanto la fracción de glucósi

dos furv~tánícos tiene mis pJder :e inhibición que los glu

cósidos totales,debido a que para un diámetro de inhibición 

igual a 11 mm la fracción de furostanoles requiere de 0,50 

ug/ml y los glucósidos totales necesitan una concentración 

de 0,66ug/ml,E:n el cs~o de los compuestos estándar,nistatina 

es más potente que griseofulvina,debido a que en una inhibi

ción de 28 :nm de diámetro;nistatina la efectda con una con

centración de 0.60ug/ml mientras que griseofulvina necesita 

una concentraci6n de l.156ug/ml. 
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DIAl!El'llO DE 

IMIIBICION CONCENT!lACION 
COll!PUESfO (mm) (ug/ml.) 

Dioscorea mexicana 10 0.60 

( ¡:;luc. totales) 11 0.66 

l'urostanoles 11 0.59 

12 0.645 

Griseofulvina 14 0.575 

15 o.615 

Nistatina 27 0.56 

26 o.60 

30 o.645 

Tabla No.4.27 Concentraciones corresporuiientea a cada com

puesto ,obtenidas de las gráficas por extrapolaci6n de los 

d•ámetroa de inhibición presentados por cada compuesto. 

?or medio de las gráficas tambi4n se puede detenninar la 

actividad a la concentración de 0.04ug/ml,y de esta forma 

confinnar lo que citan ieterson c. A. y Eigineton L. V.(~3), 

referente a que este m4todo es capaz de detectar cantidades 

menores s 0.05 ug de compuesto activo,lo cuál denota sensi-

bilidad. 
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ANALISIS M_ VAiUAllZA 

ESTANDAR ?OSITIVO:Griseofulvina 

Fuente de 
Variaci6n 

Entre gpos. 

Dentro gpos, 

TOTAL 

EX.t'ERIMEliTO 

TABLA DEL ANALL:i.IS DE VARlAK!.h. 

Grados de Suma de 
Libertad Cua.árados 

1 0.125 

6 31. 750 

7 31.875 

Media de 
Cuadrados 

0.1<5 

5.<916 

l' Probabilidad 

0.02 o.883 

TABLA DE li!EDIAS Y ERRORES 

I 

1 

2 

fl!EDIA 

12.5 

12.75 

ERROR :::ST.:..IDAR 

r.1501a1 

1.150181 

ESTANDAR POSITIVOsNistatina 

Puente de 
Variaci6n 

Entre gpos, 

Dentro gpos. 

~OTAL 

TABLA DEL ANALISIS DE VARIANZA 

Grados de Suma de Media de P Probabilidad 
Libertad Cuadrados Cuadrados 

l o. 5 o. 5 0.01 0.945 

6 583.0 97.1666 

7 583. 5 
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EXJ?ERillt:HTO 

l 

2 

TABLA DE llEDIAS Y ERRORJ;S 

KEDIA 

19.5 

20.0 

ERROR ::STANDAR 

4.928658 

4.92865~ 

Aqu! se reali~d un análisis estadístico para los experiaen

tos donde se usd griseofulvina como estándar,y otro en los 

que se empled nistatina como estándar.::n ambos las probabil! 

dad.es fuerdn menores a un~ y los errores est~ndar se presen

tan iguales de un experimento a otro,dentro del mismo aná-

lisis;por lo tanto el método llega a ser reproducible. 
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4.4).-Viabilidad Celular en Células Epiteliales1Método de 

Exclusi6n con Azul Tri~an 

En general la técnica es sencilla en cuanto a su elaboración, 

y tanto el material como el er~ul.,•O ~ue rer:uiere es mínimo; 

aunque la separaci6n de los linfocitos es un ~oco más compl~ 

cada y laboriosa,pero teniendo un proveedor a_ue nos pro¡:or

cione las células cada vez a_ue se empleen la técnica se hace 

más simple. 

En este método se obtienen los resultados contando primero 

el número de células vivas y muertas en cada frasco vial 

(nueve ro~eticiones/compuesto probado y por nivel ue dosis), 

Y como se mencionó en el punto 3,4 úe la parte experimental, 

las c4lulas .t1e cuentan en los cuac.1·u.t,t.c:;,, ~xtemoo de la cá-

mara de Newbauer,y s6lo aquellas que se tiñen de color azul 

son consideradas ~uertas y las incoloras son las vivas. 

rosterionnente se obtiene la suma de todas las c€lulas muer

tas en cada repetici6n hecha,para posterionnente obtenür el 

porcentaje de c~lulas muertas considerando a la población 

total de células(vivas y muertas)como el lO~~;a este porcen

taje que se obtiene de acuerdo con el número de células no 
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viable~ que ~e cuenten,se le resta el factor de corrección 

el cuál corresponde al po~c1ento de cálulas muertas deter

minado er. le pru~ba control(cvntar la población celular sin 

que esté en cor .. -i:acto con n1ngdn com.i;,ue.:to,s6lo con ~..J: .... ci6n 

salina y el colorante)~ue St:; t[lr:e ~.i.:r:::- de at,:reger las c~lu

las a lJ.s fre.sc.;:.¡s viales.Con.o en la::. otr&E t~cnicas aqu! 

ta.:nbi~n se realizarón dos experir..en:vs en ciiferentes d!as. 

88 



a;;;> ULT AD 00 El'. PBRillE!iT ALES 

EX.P:<:l!D:::NTO No. l 

li!sNo. de células muertas 

CO!'iTROL: lio. TetrAL DE CELULAS=69(100~) 

66 células vivas(95.65~) 

3 células muertas(4.35~) 

DOSIS 10 ug/ml 100 ug/ml 1000 ug/ml 

COll!PUE.>TO 11! )! ll 

Aristolochia !f• 5 3 2 19 15 6 16 16 ll 

(fraccidn hexánica) l 6 6 18 10 11 10 15 20 

4 4 5 20 30 21 24 30 33 
;,:; 1.Jll 'NIAL I!llCI:.L= 167 279 239 

Aristolochia §.: 5 5 6 14 13 13 :16 36 42 

(fracci6n etanólica)lO 5 7 15 17 19 56 60 ;;5 

8 5 15 8 27 12 18 32 30 
DE UN TO!'AL INICIAL= 250 244 372 

Dioscorea mexice.r.a 20 2~ 21 33 44 45 34 24 36 

(gluc. totales) 15 27 t:5 29 34 12 40 46 16 

26 20 18 ~6 41 28 6 28 15 
DE UN 1·0TJ.L INICIAL= 523 479 313 

Dioscorea composita 19 19 15 18 16 20 25 35 21 
(gluc. totales) 20 9 6 22 27 33 37 16 10 

12 17 15 42 16 25 15 39 40 

DE UN TVJ',\L INICIAL= 542 422 333 
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J!:etotrexato 10 10 18 30 30 31 28 26 45 
20 23 10 21 31 33 28 42 19 
21 12 15 31 19 17 23 21 23 

Di:: UN TOT,,L I!iICIAL= 302 377 275 

txrERIMENTO No.2 

CONTROL: Ho. TOTAL DE Ci::LULAS=239(100~) 

216 c'lulas vivas(90. 387') 

23 c'lulas muertas(9.ó2:') 

DOSIS 10 ug/ml 100 ug/ml 1000 ug/1111. 

CO!MJE:;;TO li! • J.: 

Aristolochia §:· 30 10 18 65 70 go 60 50 95 
(fracción hexánica) 22 8 41 55 40 81 62 49 73 

30 31 30 63 60 b5 81 68 62 

DE U!i '.i:OI·,;.L lNICIAL= 821 885 760 

Aristolochia §• . 11 10. 25 34 16 14 39 24 32 
(fracción etan6lica)32 60 65 18 15 26 46 53 42 

50 l 8 24 16 46 29 30 49 
DE UN TínAL INICIAL= 667 339 398 

Dioscorea mexicana 9 16 10 61 71 49 49 45 54 

(gluc. totales) 21 33 30 53 59 94 62 77 98 

9 24 40 73 88 51 78 40 76 
DE UN TDr,;L INICIAL= 465 643 692 

90 



Dioecorea composita 5 19 2 59 50 26 27 38 24 

(gluc. totales) 23 29 42 31 70 34 36 74 53 
42 5 10 33 19 66 32 35 40 

DE UN TVTAL INICIAL= 596 760 451 

Xetotre> .. ato 8 11 4 39 48 75 36 36 50 

16 22 38 82 22 17 51 70 37 

39 7 2 22 17 42 42 65 79 

DE UN TOTAL INICIAL= 291 517 493 

Tabla No.4.28 Número de ctfla.las muertas por cada nivel de 

dosis, en cada ex~erimento(dos). 

A continuación se obtiene la suma de estas células muertas 

en cada nivel de dos~s y para cada compuesto que se está 

probando.Con estos resultados se determina el porciento.de 

células muertas 6 no viables;considerando al total como el 

100,.. 
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Z<..:'E.H~iTO No. 1 

Dv;:>l;:; 10 ug/ml 100 ug/ml 1000 ug/ml 

CU!t.?U;:::,TO • • • 
Aristolochia §.• 36 153 171 

(fracción hex~nica) 

DE Uli T V'.f·AL= 167 279 239 

Aristolochia ~· 63 135 324 

(fracci6n etan6lica) 

DE UN TOTAL= 250 244 372 

Dioscorea :exicana 198 288 ~43 

(glucósidos totales) 

DE UN T0'l'AL= 523 479 313 

Dioscorea composita 135 225 243 

(gluc6sidos totales) 

DE UN TOTAL= 542 422 333 

li!etotrexato 135 243 261 

DE UN TOTAL= 302 377 275 
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EX?Ellll!ENTO No, 2 

DOSIS 10 ug/ml 100 ug/ml 1000 ug/ml 

COMi'UE.óTO M M )I! 

Aristolocnia {• 216 585 603 

(fracci6n hexánica) 

o;;; UN TOTAL= 821 885 760 

Aristolocnia ~· 261 207 342 

(fracc16n etan6lica) 

DE U:l l:JTAL= 667 339 398 

Dioscorea mexicana 189 423 )76 

(glucósidos totales) 

DE UN TJTAL= 4b5 643 692 

Dioscorea comp~sita lb O 450 3b0 

(glucósidos totales) 

DE UN NTAL= 596 760 451 

lletotrexato 144 360 486 

DE Ull TOTAL= 291 517 493 

Tabla No,4,29 Suma(de las nueve ropeticiones)de la poblaci6n 

celular no viable con su respectivo total de células(el to

tal incluye células vivas y muertas),correspondiente a cada 

nivel de dosis en ambos experimentos. 
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EXr::iUJGE!ITO No,l 

P.C,:PACT0R Di; CORRECCIOl/(4.35%) 

DvSIS 10 ug/ml 100 ug/ml 1000 ug/ml 

COJG.i'U;;:.;TO :io DE CELULAS !!O VIABLES 

Aristolochia .§· a.56:' 54.84% 71. 55" 

(frac. hex!Ínica) 

!lENO~ P, C,= 17 .21;¡, 50.49% 67.20:í" 

Aristolochia ~· ~5.20" 55, 335" 87.10:' 

(frac. etan61ica) 

ll!r.NO'-i P ,C,= 20.85,; 50. 985" 82. 75% 

Dioscorea ~exicar~ 37.86" 60.13% 77. 64" 

(gluc. totales) 

MWvS F.C.= 33.51,. 55,713,. 73.29,. 

Dioscorea composita 24.91,. 53.321' 72.97" 

(gluc. totales) 

MENOO F.C.= 20.561' 48.97,C. b8. 6c,C. 

ll!etotrexato 44. 701' 64.46,C. 94,91,r. 

MENOS P.C.= 40. 351' 60.11" 90.561' 
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P.C.=FACTOR DE CORRECCION(9.ó2%) 

DOSIS 10 ug/ru. 100 ug/ml 1000 uf/ml 

COMPUESTO 1' DE CELULAS NO VIABLES 

Aristolochia §• 26.31:' ó6.10" 79-34% 

(frac. hex!inica) 

l\!ENO;:; F.C.= 16. og,. 56.48% 69. 72'/> 

Aristolochia ~· 39.13'/> 61.0651> 85.93i 

(frac. etan6lica) 

:lfol/J.5 F.C.= 29. 5lji> 51. 44" 76.)l" 

Dioscorea ~exicana 40. b55" 05.79% 8).245< 

(eluc. totales) 

MENO~ F.C.= 31.03% 56.17'to 73. o2% 

Dioscorea composita 30.20,. 59. 21,i. 79.82,; 

(gluc. totales) 

:l!ENO~ F.C.= 20. 58,, 49.59% 10.wfo 

Metotrexato 49.48% ó9.63?b 98. 58,. 

.l!ENOS F.C.= 39.80% 60 .01,. 6B.961< 

Tabla No.4.30 ~orcentaje de células no viables,aplicando el 

factor de corrección propio de cada ex~erimento. 
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rri~eramente podemos observar que cvnforme aumenta la dosis 

del coa.puesto el ,:JOrc1er.to ae lab cJ:ulas r..o viables aumenta~ 

el extracto de ririst~locilia granaiflora en ou lracc16n eta

n6lica proauct un mayor ~orcer.~aje de ~uerte en las cálulas 

que la fracc16n hexánica,en cuanto a los extractos de Diosco

rea el ae ::.exicana presenta mayor ,r1orcer.otaje cie :1uertes.En 

forma Eeneral tl compuesto más activo de lJs probadod fué el 

extracto de Dioscorea ffiexicana(glucósidos tutales),con exceP

ción del metotrexato(est~dar positivo)~ue presenta mayor 

actividad¡ .tJOr lo tanto los cou.puestos proba.dos tienen acti

vidad de ti.r'o c1tot6xica.'Ia.mb.ié'n st observa que en la ó.osis 

de 100 ug/ml todas las sustancias,c"n e~cepci6n del estándar 

~oliitivo(metotrexato),se presentan casi con un 50% de muerte 

celular. 

En este método se hizo el anár1sis comparando compuesto por 

compuesto probado de un experimento a otro;debido a que se 

manejan tres resultados por sustancia ~rooada,que correspon

den a los tres niveles de dosis manejados 
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ANALLHS ~ VARIAJIZA 

V..BLA DEL A.'lALISIS DE VARIANZA de Aristolochia grar.diflora 

(fracción hexánica) 

Puente de 
Variación 

Entre g¡ios. 

Dentro gpoe. 

TOTAL 

ElO' BR Il!EliT O 

Grados de SU!lla de 
Libertad Cuadrados 

l 10. 64002 

4 2818 .835 

2829.475 

TABLA DE JllEDIAS 

li 

l 

2 

44.97 

47 .b3 

y 

lfedia de l ?robabl.lidad 
Cuadrados 

10.64002 0.02 0.908 

704. 7o87 

ERRORES 

ERRvR E::>TANDAR 

15.32654 

15.32654 

TABLA DEL ANALISIS DE VARIANZA de Aristolochia ¡;rendiflora 

(fracción etanólica) 

h!ente de Grados de Suma de Medie de l Probabilidad 
Variación Libertad Cuadrados Cuadrados 

i:.ntre gpoe. l i. <8eo l.~880 o 0,969 

Dentro gpos. 4 3008. 239 752.0596 

TOTAL 5 3009. 527 
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l 

2 

TABLA DE it:.:lllAS Y ER..'!ORES 

li'.EDIA 

51. 526<:>7 

52.45334 

ERRJR ESTAliDAll 

15.03308 

15.83308 

TABLA DEL AllALI~I;, DE VARIA!IZA de D1oscorea n:ex1cana 

(gluc6aidos totales) 

Puente de 
Variaci6n 

Entre gpoa, 

Dentro gpos. 

TOTAL 

EU'ERLllE!fr O 

Grados de Suma de li'.edia de F Probabilidad 
Libertad Cuadrados Cuadrados 

l o. 5162 o. 5162 o 0.974 

4 1711.811 427.95"6 

5 1712.327 

TABLA DE !i!ED IAS Y ERRORES 

l 

2 

ll!r.JlIA 

54.19333 

53, ó06c7 
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ERROR ESTANDAR 

11.94365 

11.94365 



TABLA DEL A:iALI.,¡:; LE VARIA!lZA de Dioscorea composua 

(glucósidos ~otales) 

Pu•nte de 
Variación 

Entre gpoe. 

Dentro gpoe. 

TClrAL 

Grados de ;juma de !tedia de p ?rotabilidad 
Libertad Cuadrados Cuadrados 

l 0.8214 0.8214 o 0.97<-

4 2410. 504 602.6259 

5 2411. 325 

TABLA DE lllZDIAS Y ERRORES 

1 

2 

Ji:EDIA 

46.05 

46. 79 

El!RJR ESTANDAR 

14.17305 

14.17305 

TABLA DiL L~ALI;,I;, DE VARIANZA de liletotrexato 
(estándar positivo) 

Puente de Grados de Suma de Media de p Probabilidad 
Variación Libertad Cuadrados Cuadrados 

Entre gpos. 1 o. 7393 0.7993 o 0.973 

Dentro gpos. 4 2497.88 b24.4699 

TOTAL 5 2498. ó79 
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, 
l 

2 

TABLA DE llEDIAS Y ERRORES 

UllIA 

63. 67333 

62.94333 

ERJiOR .ESTANDAR 

14.42764 

14. 42764 

F;ii estos cinco análisis se observe al igual que en los otros 

m4toó.os,que las probabilidades están por abajo de uno y los 

errores estándar son iguales para cada compuesto y en ambos 

experiemntos.Por lo tanto esta t4cnica taebi4n tiene cierta 

reproduc1b1lidad. 
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5. CONCLtr.:¡IONES 

I.-Los objetivos fuer6n seleccionar y montar los m'todos de 

cernimiento que aparecieran c0~0 u.ás convenientes para una 

detecci6n primaria de actividad biológica en extractos de 

plantas 5 intennediarios sintéticos.En este sentido se se

leccionarón después de una am~lia revisión biblioeráfica,los 

siguientes métodos: a)Bioensayo con~~ ~.,b)En

sayo ~ Disco de Papa para la Evaluación de la Acción Anti

tumoral,c)M~todo Autobiográfico para valorar Actividad Anti

bacteriana ó Antif~gica y d}Viabilidad en C~lules Epitelia

les ;M~todo de Exclusión con Azul Tripan. 

II.-Con el objeto de montar y poner a punto los m~todos men

cionados bajo los objetivos anteriores,se probar6n una serie 

de extractos de plantas;de trabajos actualmente en curso en 

nuestro laboratorio,obteniéndose algunos resultados que aun

que preliminares,son interesantes¡ 

a}.-llectandra salicifolia muestra actividad citot6xica en 

papas. 

b),-Las plantos del género Aristolochia mostrar6n una acti

vidad antitumoral en la prueba de inhibición del crecimiento 
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de tu:nores en papa,lo que representa un indicio preliminar 

de que el ueo que se éá s estas plantas(co¡¡:o antil:UJ:lorales) 

podría estar justificado 

Pinalmente,las fracciones de gluc6s1dos totale" y de furos

tanolee de Diosco~ea ~exicar..a resul~an activos contra Candida 

~,no as! los de Di.:iscorea co:np..::sita; planta muy rela

cionada botánicamente y que posee mayoritariamente glucósidos 

espirostánicos,lo cuál resulta interesante. 

III.-Laa plantas del género Ariatoloch1a presentar6n también 

actividad t6xica contra c~lulas,espec!ficamente linfocitos; 

al igual que los eluc6sidos totales de Dioscorea mexicana y 

Dioscorea comFOsita,en la prueba de viabilidad celular con 

azul tripan. Lo que a la larea ;uede i:er el ir:.dici.) de otra 

aplicación terapedtica(carcinostát1cos)de estos géneros de 

plantas. 

IV.-:or dltimo parece i!!:portante recornendar;a)el uso de al

guno 6 de todos los métodos aquí presentados para el estudio 

sistemático de plantas mediclnales y/o los int_era:ediarios de 

sínteeis,b)el estudio de las Aristolochias como citot6xicos 

y el de los furostanoles de Dioscorea mexicana como sntifdn

gic os. 
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V.-Acerca del análisis estadístico(análisis de varianza)se 

concluye que los cuatro métodos seleccionados y llevados e 

cabo experimentalmente son reproducibles bajo las mismas 

condiciones en las que se realizar6n. 

103 



6, alELIOORAl'IA 

l.- Habermann E.;Can the futura of iharmacology be anticiped? 

Trends in Pharmacological Sciences;vol.l-12,56-59(1981). 

2,- Goldstein A.,Aronow L.,Kalman s. M.;Far:¡¡acologia:2a ed,, 

.cap.13,pag.857(1982). 

3.- Fontaine J. and Reuse J,;Contractor Responses of the 

Isolated Colon of the mouse to Korphine anti some Opioid 

peptides;Eritish J. ?narmaceutical:vol.85,861-867(1985). 

4.- Andersnon G, G. Rolf,Grundstrom N.,Hedman s., Screnby 

L. and Wikberg E. s. Jarl;Effects of Triazoles on ~mooth 

~uscle ~one and Inmunologically Released 3ronchoconstr1-

ticve Mediatora !::: ~ artd !::: ~;Acta 7narmacol. et 

~· :vol,55,418-421(1384). 

5.- Schir.dler R.;Use of Cell Culture in ?harmacology;~ 

Rev. Phar.nacol.:vol.9,393-406(1969). 

6,- Oh ta Y, ,Kohda K.,Kimoto li,, Okano T, and ;\a.mazo e Y,; 

104 



Citotoxicity of Pluorine-Containing Al.kyl Al.icanesulfonates 

to Cultured Leukemia L1212 Cells;~nem. ?han:. Bull.:VJl. 

36(7),2410-2416(1388). 

7.- Cheng J, T.,Yang c. P. and Jou T. C.;Inhibitor,¡ Effect 

of 1-Ascorbic acid on the Grovn;h of Astrocytes in Cell 

CuJ.tured;Neuropharmacolog;¡:vol.27(11),1179-1182(1966). 

8.- Taylor G. r.,~oyano A.,Romano E. and .Layrisse M.¡Pnysío

logical Porms of Iron Affect Diferently ?roliferation 

a:<d Perritin Synthesis in Human Xononuclear Cells in 

~;Tohoku J. El<p. Med.:voi.153,285-293(1987). 

9.- To~lin I.;Ex.periencea with the Tissue Culture ~ystem in 

I.arge-Scale Cancer Chemotherapy Screening;Cancer Resear<::h 

vol,21,1042-1046(1961). 

10.- Hussein A. K. and Al-Hassan M. J.;A Simple Spectrophoto

metric Methoó for the Determination of Trombin Activity; 

Tohoku J. Ex.p. Med,:vol.153,1-4(1987), 

11.- Yamaguchi A.,Pukushi M.,Arai O.,~izushia:rne Y.,Sato Y., 

W5 



Shimizu Y.,Tomidokoro K. and Taka.eugi N.;A Simple Method 

for Quantification of Biotilll.da.ee Activity in Drie~ itl.ood 

Spot and ita Application to Screening of Biotinida.ee De

ficiency;Tohoku J. Exp. ll~~· :vol.152 ,339-346(1987). 

12 .- !tatsuzaki K. ,ilandda T. ,Miyaj ua K. ,ll:ikura Y. ,Shimizu H. 

and Toguchi H.;Quantitative Analysis of Hemolytic Acction 

of I;Yeophoaphatidylcholines ~ ~:Effect of Acyl Chain 

Structure;Chem • .i'harm. Bull.:vol.36(11),4253-4260(1988). 

13.- Jukna J. J. and !licholson C. D. ;The Effect of llenbufylline 

on the Viscosity of rat Whole Blood and on the Deformabi

l1ty(filterab1lity) of rat Blood Cell Suspensione;Archives 

of Pha:rn;acology:vol.335,445-448(1987). 

14.- l'errigni N. R. ,'Putnam J. E, ,Jacobsen L. B. ,Anderson B., 

Nichols D. E.,Moore D. S.,McLaughlin J. L.,Powell R. G. 

and Smitt c. J. Jr.;~odification and Evuluation of the 

?otato Disc Aasay and Antitumor Screening of Euphorbia

~ seeds;Journal of Natural Eroducts:vol.45(6),679-686 

(1982). 

106 



15.- Braun A. c. and Stoiner T.;Protoplasmatologia:vol.10,l 

(1958). 

16.- Lippincott J, A. and Lippincott E. B,¡Ann. Rev. Microbiol,: 

vol.29,377(1975). 

17.- Braun A. C.;Prog. Eltp. Tumor Res.:vol.15,165(1972). 

18.- Anand V, ;c. and Heberlein G. T.;American J. :aot.:vol.64, 

153(1977). 

19.- Galsky n. G.;?lant. 2hysiol.:vol.65,184(1980). 

20.- lieyer B. N, ,Perrigni N. R. ,?utnam ,T. E. ,Jacol>sen L. B., 

Nichols D. E, and Mctaughlin J. L.;Brine Shrimp:A Conve

nient General Eioassay for Active rlant Constituents; 

Planta Medica:vol.45,31-34(1982), 

21.- Pelczar ~. J, Jr.,Reid D, R.,Chan E. c. S,¡liicrobiolog!a1 

4a, ed.,pags.2-3 y 426-428(1983). 

22,- Homan.s A. L. and Puchs A.;Direct Bioautograpby on Thin-

107 



La,yer Chromategrams as a ~etbod fer Detecting fu.ngitoxic 

substances;Jeurnal. Chrematog.:vol.51,327-329(1970), 

23.- Lazarevits G, ,Brammall R. A. and Ward E. w. B.¡Bioa.ssay 

ef Fungitoxic Compounds on Thin-.:.ayer Chromategrams with 

.E'nytbium end i?hyto~~tora species;rll.ytopathology:vel,72(1), 

61-63(1982). 

24.- Peterson C, A, and :::tlgingten L, V,¡Qua.ntitative i:Stima

tien ef the Fungicide Eenemyl Using a Bioautograph Tech

nique;J. Agr. Peed Chem.:vol,17(4),89B-B93(19ó3), 

25,- Finney D, J.;Probit Analysis:3a,ed,,Cambridge(l971). 

26,- Tennant J, R.¡Evaluation ef the Tr;rpan Blue Tecbnique 

fer Dete:rminatien ef Cell Viability;Transplation:vol,2(6), 

t:i85-694( 1964). 

27.- Reitl and Brostoff;lmmunelogy:4a. ed,,paga,2511-2514(1964), 

28,- Ficell-Faque™;For ~ ~ Isolation of !qmphocytos; 

.i?harmacia Fine Chemical(me.nual de 10 páginas). 

lOB 



29.- Espejo O.,Del Amo S. e.nd McLaughlin J.¡Resultados Pendien

tes de .?ublicaci6n, 

109 


	Portada
	Índice
	1. Introducción 
	2. Generalidades
	3. Parte Experimental 
	4. Resultados y Discusión 
	5. Conclusiones
	6. Bibliografía



